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_I. Einleitung und Problemstellung. 


Den Ausgangspunkt zu dieser Arbeit bildeten Untersuchungen tiber 
die der Chromosomen zur Abklarung der Einlagerung 
der Nukleinséure. Als Unter- 
suchungsmaterial dienten Pflan- 
zenarten, deren Pollenmutter- 
zellen in der ersten meiotischen 
Teilung besonders groBe Meta- 
phasechromosomen aufweisen. 

Voraussetzung fiir die Er- 
forschung der submikroskopi- 
schen Struktur der Chromoso- 
men ist die genaue Kenntnis 
ihres mikroskopischen Baues. 
Nach der zytologischen Litera- 
Text-Abb. 1. Modell zur Darstellung von Gro8- und tur besitzen die untersuchten 

(GroB - und Kleinschrauben, vgl. 
Text-Abb. 1). Einen solchen konnte ich aber bei meinen Arbeiten nie 
feststellen. Ich wurde dadurch veranla8t, die mikroskopische Struktur 
der meiotischen Chromosomen selber eingehend zu untersuchen. 


Il. Bisherige Ergebnisse. 


Der japanische Cytologe Fusi (1926) hat als erster von der Existenz 
eines Doppelwendelbaues (,,spiral within spiral; major and minor spiral; 
Gro&- und Kleinspirale‘‘)! berichtet. Diese Beobachtungen hatte er an den 
groBen Metaphasechromosomen der ersten meiotischen Teilung der Pollen- 
mutterzellen (PMZ) von Tradescantia gemacht, demselben Objekt, bei dem 
der Schraubenbau der Chromosomen im Jahre 1880 von BARANETZKY ent- 
deckt worden war. 

Die Befunde Fusus wurden zunachst durch verschiedene japanische, 
dann aber auch durch eine gréBere Zahl anderer Cytologen bestatigt. So 
finden wir in der modernen cytologischen Literatur die Doppelwendel allgemein 
als eine Gesetzmaifigkeit im Bau der meiotischen Chromosomen dargestellt. 

Die bekanntesten Arbeiten, in denen ein solecher Chromosomenbau nach- 
gewiesen wurde, sind im Literaturverzeichnis mit * bezeichnet. 

Zusammenfassende Darstellungen der Ergebnisse geben: GEITLER (1938, 
1940), KAUFMANN (1936, 1948), Kuwapa (1939), NEBEL (1939), STRAUB (1938, 
1943), TISCHLER (1942). 

Tradescantia ist das meist untersuchte Objekt. Nach iibereinstimmenden 
Angaben aller Autoren sind bei Tradescantia Grof- und Kleinschrauben 
nur in den Chromosomen der ersten meiotischen Teilung zu beobachten; 
die wesentlich diinneren Chromosomen der zweiten Teilung sind dagegen 

1 Der meistens gebrauchte Ausdruck Spirale ist hier unzutreffend, denn 
die Spirale ist eine ebene Kurve. In der vorliegenden Arbeit wird deshalb 
der Ausdruck Schraube beniitzt. 
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einfach geschraubt. Bei anderen Objekten wurde ein Doppelwendelbau in 
den Chromosomen beider Teilungen festgestellt, so bei Sagittaria Aginashi, 
Gasteria, Trillium, Fritillaria, Lilium, Vicia Faba. 

Die Untersuchungen wurden in der Regel an PMZ-Ausstrichen gemacht. 
Ihre Fixierung und Farbung erfolgte in erster Linie mit Karminessigsdure. 
Daneben wurden auch Ausstriche zu Dauerpriparaten verarbeitet. Zur 
Fixierung verwendete man dabei die in der cytologischen Technik tblichen 
Gemische. Zur Farbung diente meistens Kristallviolett, 
gelegentlich auch die FEuLGENsche Nuklealreaktion . 
(COLEMAN und Hiiiary 1941). Selten wurde der Dop- 
pelwendelbau in Mikrotomschnitten nachgewiesen 
(Iwata 1935, DARLINGTON 1935). SHmMAKURA (1937) 
beobachtete GroB- und Kleinschrauben in iebenden 
Zellen. Da die GroBschraube sehr eng gewunden und 
4 in eine Grundsubstanz eingelagert ist, sind Ein- 


Text-Abb. 2 bis 4. Metaph h der ersten meiotischen Teilung von Tradescantia rejleza 
nach Behandlung mit Ammoniak. Kleinschrauben in teilweise abgewundenen GroBschrauben. Nach 
KUWADA und NAKAMURA (1933). 


zelheiten selbst in so groBen Chromosomen wie bei T'radescantia schwierig zu 
analysieren. Zur besseren Darstellung des Schraubenbaues, insbesondere zur 
Verdeutlichung der Kleinschrauben, wurde deshalb versucht, die Schrauben- 
struktur kinstlich aufzulockern. Erstmals gelang dies Isum (1931) und Kuwapa 
(1932) durch Behandlung der frischen PMZ-Ausstriche mit Ammoniakdaimpfen. 
Diese Methode wurde dann von verschiedenen anderen Autoren iibernommen, 
wobei neben Ammoniak in Dampfform und in Lésung noch eine groBe Zahl 
anderer Mittel mit ahnlicher Wirkung gefunden wurden. Es handelt sich 
zunachst meistens um alkalische Lésungen (NH,OH, KCN, NaOCl, NaHCO, 
usw.). Daneben sind es Neutralsalzlésungen (NaCl, KNO,), Rohrzucker- 
lésungen, destilliertes oder Brunnenwasser und auch Sauredimpfe, die zur 
Anwendung kommen. Auch ein leichtes Antrocknen der Ausstriche vor der 
Fixierung soll fiir die Beobachtungen giinstige Bedingungen ergeben. Zusam- 
menstellungen der verschiedenen Methoden mit Angaben iiber Konzentration 
und Einwirkungsdauer der Mittel fiir eine Reihe von Objekten findet man bei 
DaRLINGTON und La Cour (1942), Kuwapa, SHINKE und OurRa (1938), und 
Matsuura (1939). 


An Hand der Arbeiten Kuwapas und seiner Schule kann das Vorgehen, 
das zur Beobachtung von Kleinschrauben innerhalb der groSen Schrauben- 
windungen fiihrt, am besten gezeigt werden. In ihren bekannten Arbeiten 
beschreiben Kuwapa und NAKAMURA (1933, 1934) verschiedene Typen 
25* 
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kinstlich veranderter Metaphasechromosomen von Tradescantia reflexa. 
Sie belegen die Beobachtungen mit Mikrophotographien. In den mit Am- 
moniakdampf behandelten Ausstrichen finden sich zunichst Chromosomen, 
in denen die urspringliche Anordnung der Schraube weitgehend erhalten 
ist; nur ihr Steigwinkel ist etwas gré8er und die Strukturen der Chromatiden 
sind aufgelockert. Daneben treten Chromosomen auf, deren Schraube in 
verschiedenem Mae abgewickelt ist. Im Extremfall erscheint ein Knauel 


unregelmaBig verlaufender Faden, der einem Interphasekern gleicht. Diese 


Veranderungen werden auf eine mehr oder weniger starke Auflésung der 
Matrix zuriickgefihrt. 

In den veréffentlichten Bildern erkennt man auf den ausgezogenen 
Schraubenfiden der GroBschrauben helle und dunkle Stellen in mehr oder 
weniger dichter Folge (Text-Abb. 2). Hie und da lassen diese Faden auf 
kleinere Strecken auch einen Zickzackbau erkennen (Text-Abb. 3 und 4). 
In diesen Strukturanordnungen sehen die Verfasser die Kleinschrauben. Wahrend 
vielfach nur eine einzige festgestellt wird, sollen in starker aufgelockerten 
Teilen des Chromosoms deren zwei beobachtet werden kénnen. Dies soll 
besonders dann der Fall sein, wenn die normalerweise dicht ineinander- 
gewickelten Kleinschrauben gegensiatzliche Windungsrichtungen aufweisen 
(Text-Abb. 3) oder getrennt nebeneinander liegen (Text-Abb. 4). 

Im Zusammenhang mit der Zahl der vorhandenen Schraubenfiden muf 
hier noch auf eine Eigentiimlichkeit vieler meiotischer Chromosomen hin- 
gewiesen werden. Wahrend bei den meisten Objekten, vor allem bei tierischen, 
das meiotische Metaphasechromosom aus vier deutlich getrennten Chroma- 
tidenschrauben (Tetraden) besteht, sind bei Tradescantia (und auch bei 
verschiedenen anderen Pflanzen) je zwei Chromatiden zu einem scheinbar ein- 
fachen Chromosom vereinigt (Dyade). In der Metaphase sind also hier Chromo- 
somenpaare (Bivalente Chromosomen, Gemini) zu beobachten. Die Chroma- 
tiden trennen sich erst in der Anaphase, hie und da auch schon in der spaten 
Metaphase. 

DaB bei Tradescantia in jeder Dyade zwei Chromatiden vorhanden sind, 
zeigt sich in den Aufnahmen Kuwapas an der ungeschraubten Verbindung 
der Dyaden ganz deutlich. Aus diesen —— miissen auch eventuell vor- 
handene Kleinschrauben doppelt sein. 

Die Existenz der Kleinschrauben soll sich weiter in optischen Axialschnitten 
des Chromosoms zeigen. Es wird angegeben, da8 die Windungen der Grof- 
schraube in solchen Schnitten Ringe darstellen (in den entsprechenden Auf- 
nahmen sind allerdings keine Ringe zu erkennen). Wéahrend diese Ringe 
meistens einfach sein sollen, sollen sie nach Pressen des Deckglases oft doppelt 
erscheinen, d. h. eine 8 bilden. In diesem Falle sollen die zwei Kleinschrauben 
aus ihrem engen Verbande getrennt worden sein. 

Gegeniiber verschieden langer Ammoniakbehandlung der Zellen verhalten 
sich die Kleinschrauben wie folgt: Sie widerstehen einer Abrollung viel 
starker als die GroSschrauben; wenn diese schon vollstandig ausgestreckt 
sind, so sollen jene noch wenig verandert weiter bestehen (vgl. Text-Abb. 2). 
Erst nach starker Einwirkung von Ammoniak, wenn interphaseaéhnliche 
Kerne entstanden sind, sollen auch die Kleinschrauben abgewunden sein. 


Die Ergebnisse der tibrigen Autoren decken sich weitgehend mit den 
eben dargestellten von Kuwapa und Nakamura. Die veréffentlichten 
Mikrophotographien, nach denen allein ‘sich die Existenz des geforderten 
Doppelbaues beurteilen 148t, sind allerdings von unterschiedlicher Klarheit. 
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In den meisten Aufnahmen ist eine Andeutung irgend einer GesetzmaBig- 
keit im Bau der groBen Schraubenwindungen nicht festzustellen. Dies gilt 
auch fiir die Lebendaufnahmen SuimakuRras (1937). 

Eine Abbildung von Oura (1936), die mit KCN schwach aufgelockerte 
Metaphasechromosomen zeigt, legt das Vorhandensein von Kleinschrauben 
nahe (Text-Abb. 5). Dagegen zeigt eine andere Aufnahme desselben Autors 
stark abgerollte Gro&schrauben, die aus gestreckten Doppelfaiden bestehen 
(Text-Abb. 6). Dasselbe gilt fiir die Aufnahmen Nr. 6 bis 8 von Kuwapa, 
SHINKE und OurRa (1938). 

Swanson (1942) stellte in den durch Warmebehandlung verkiirzten 
Chromosomen von Tradescantia innerhalb der Windungen der Klein- 
schrauben nochmals eine feine Schraube fest (‘‘subminor coil’’). 


Text-Abb. 5 und 6. Gro8- und Kleinschrauben in den Metaphasech der ersten meiotischen 
Teilung von Tradescantia reflexa. In Abb. 6 GroBschrauben abgerollt. Nach OURA (1936). 


Kuwapa und NaKAmuRA (1934 a) versuchten ihre Beobachtungen mit 
polarisationsoptischen Untersuchungen zu bekraftigen: Dabei stitzten sie 
sich auf Ergebnisse einer negativen Eigendoppelbrechung des Nukleinsaure- 
micells (ScHmMiIpT 1932) und nahmen an, daf das Chromonema ebenfalls eine 
negative Eigendoppelbrechung besitze. Nach geeigneter Behandlung fanden 
sie die meiotischen Chromosomen von Tradescantia in der ersten Teilung 
negativ, in der zweiten dagegen positiv doppelbrechend. Daraus schlossen 
sie, da8 in der ersten Teilung eine doppelte, in der zweiten eine einfache 
Schraubenstruktur vorhanden sein miisse. 

Das Studium der bestehenden Literatur 148t erkennen, da die Existenz 
des geforderten Doppelwendelbaues nicht bewiesen ist. Die in den meiotischen 
Chromosomen zu einer groBen Schraube aufgewundenen Chromatiden 
scheinen aber eine gesetzmaBige Eigenstruktur im mikroskopischen GréBen- 
bereich aufzuweisen. Welcher Art diese ist, l48t sich aus den bisherigen 
Arbeiten nicht mit Sicherheit entnehmen. Die photographischen Belege 
sind nicht eindeutig; sie lassen sich in verschiedener Weise auslegen. Die 
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darin abgebildeten.Chromosomen sind zudem kinstlich stark verandert; 
ein Riickschlu8 auf den Bau des lebenden Chromosoms darf deshalb nur mit 
gréBter Vorsicht geschehen. 


Il. Eigene Untersuchungen. 


A. Untersuchungsobjekt. 


Der Doppelwendelbau wurde erstmals bei Tradescantia eingehend 
untersucht und beschrieben. Deshalb wurde fiir die eigenen mikroskopi- 
schen Untersuchungen ebehfalls dieses Objekt gewahlt. Die Untersuchung 
erstreckte sich auf zahlreiche (meistens nicht genauer beschriebene) 
Rassen der Tradescantia virginica L. In diesem uneinheitlichen Beob- 
achtungsmaterial zeigten sich aber keine Unterschiede in der Chromo- 
somenstruktur; im folgenden wird deshalb die Systematik der Rassen 
nicht beriicksichtigt. 


B. Untersuchungsmethodik. 
1. Die Préparationstechnik. 


Die Empfindlichkeit der Chromosomen gegeniiber Praparationen bietet 
groBe Schwierigkeiten fir die Untersuchung ihrer Feinstruktur. Um wirklich 
die Lebendstruktur der Chromosomen aufklaren zu kénnen und Fehlschliisse 
infolge Untersuchung kiinstlich stark verinderter Strukturen auszuschlieBen, 
wurden fiir meine Arbeit mehrere verschiedenartige Praparationsmethoden 
zugezogen und auf ein sehr umfangreiches Untersuchungsmaterial angewendet. 

Nachdem sich Mikrotomschnitte als ungeeignet erwiesen hatten, wurde 
nur mit Ausstrichen von Pollenmutterzelien (PMZ) gearbeitet. Diese wurden 
in Karminessigsiure untersucht oder mit verschiedenen anderen Mitteln 
fixiert und gefarbt und dann zu Dauerpraparaten verarbeitet. Mit Hilfe des 
Phasenkontrastverfahrens konnte der Schraubenbau in lebenden Chromosomen 
beobachtet werden. Lebenduntersuchungen dienten auch zur Priifung der 
Wirkung verschiedener Fixierungen. Sie waren ferner ausschlaggebend fiir 
die Ausarbeitung weiterer Praparationsmethoden. Bei diesen wurde durch 
Behandiung der PMZ mit Quellungsmitteln vor der Fixierung und Farbung 
eine sehr klare Darstellung des Schraubenbaues der Chromosomen erreicht. 


Fixierung und Farbung mit Karminessigsdure (KE). 


Diese Methode wird heute zur Darstellung der Schraubenstruktur der 
Chromosomen am hiaufigsten beniitzt (GEIYLER 1942, DARLINGTON und 
La Cour 1942). Folgende Technik ergab bei meinen Untersuchungen (Rucu 
1945) die besten Ergebnisse: ; 

Eine Anthere wird mit der Pinzette auf einem Objekttrager vorsichtig 
gedriickt, bis ihre Wand zerreif8t und. ein Teil ihres Inhaltes auf den Objekt- 
trager austritt. Dann wird die Anthere rasch iiber den Objekttrager weg- 
gezogen, der Antherenschleim wird so in verschieden dicker Schicht ausge- 
breitet. Ein sorgfaltiges Offnen und Ausstreichen der Anthere ist fir das 
Gelingen der Préparation wichtig. Jedes unsanfte Beriihren der 
empfindlichen PMZ fiihrt zu starken Entstellungen der Chromosomenstruktur. 
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Der Ausstrich wird sofort mit einem kleinen Tropfen KE bedeckt. Nach 
1 bis 2 Minuten wird ein Deckglas (Dicke 0,16 bis 0,17 mm) aufgelegt und stark 
gepreBt. Durch das Pressen werden die Chromosomen flach ausgebreitet und 
liegen dem Deckglas dicht an, was fir ihre Untersuchung aus optischen 
Grinden (siehe 8S. 369) vorteilhaft ist. Nach Umrandung des Deckglases 
mit Kronieschem Kitt ist das Praparat einige Wochen haltbar. Eine rasche 
Auswertung der Praparate ist jedoch unerlaBlich, da sich die Chromosomen 
oft schon nach wenigen Tagen verandern. 

Die Schraubenfiden in den so mit KE fixierten und gefarbten Chromo- 
somen sind sehr fein und ihre mikroskopische Untersuchung ist deshalb 
schwierig. In Verbindung mit der spater beschriebenen (S. 366) Vorbehand- 
lung der Ausstriche ergab jedoch die KE-Methode ausgezeichnete Ergebnisse. 


Dauerpraparate. 


Von den zahlreichen gepriiften Fixiermitteln lieferte das Gemisch nach 
FLEMMING-BENDA (15 cem 1%ige Chromsaure, 4ccm 2%ige Osmiumsiure, 
zwei Tropfen Eisessig) und besonders dasjenige nach NAWASCHIN (100 ccm 
1%ige Chromsaure, 40 ccm 40%iges Formol, 10 ccm Eisessig) die besten 
Ergebnisse (Vergleich mit lebenden Zellen). 


Zur Farbung diente Kristallviolett nach NEwton und die Nuklealreaktion 
nach FEULGEN. Die Farbungsintensitét der letzteren war aber meistens so 
groB, daB die groBen meiotischen Chromosomen haufig fast undurchsichtig 

erschienen und Einzelheiten darin schwer erkennbar waren. Aus diesem 
Grunde wurde die Nuklealreaktion nicht weiter angewendet. Die Farbung 
mit Kristallviolett dagegen konnte durch sorgfaltige Differenzierung auf eine 
fir die Beobachtung feinster Details optimaler Starke abgestimmt werden. 
Die Farbung erfolgte nach den Vorschriften von BAKER (1945). 

Nach der Entwisserung der Ausstriche wurden diese in Caedax (HoLL- 
BORN, Leipzig) eingeschlossen. Im Gegensatz zur KE-Methode wurden die 
PMZ bei der Herstellung von Dauerpraparaten nach der Fixierung nicht 
gepreBt. 

Durch die Entwisserung der Ausstriche tritt immer eine mehr oder weniger 
starke Kontraktion der Chromosomen ein. Diese erscheinen deshalb in un- 
vorbehandelten Zellen meistens fast homogen oder die manchmal sichtbare 
Schraubenstruktur weist zu geringe Abmessungen auf, um sie untersuchen 
zu kénnen. Erst nach Behandlung der PMZ mit geeigneten Quellungsmitteln 
vor ihrer Fixierung war es méglich, den Schraubenbau der Chromosomen in 
den Dauerpraparaten zu studieren. 


Lebenduntersuchungen. 


Dazu stand im Phasenkontrastmikroskop (vgl. 8.371) das geeignete 
Hilfsmittel zur Verfiigung. 

Aus Vorversuchen ergab sich folgende Technik fiir die Beobachtung 
lebender Chromosomen: 

Auf einen Objekttrager wird ein Glasring mit 20 mm duBerem und 11 mm 
innerem Durchmesser und 0,2 mm Dicke gelegt und sein Hohlraum mit 
Paraffinél (Paraffinum liquidum) ausgefillt. Ein Deckglas wird mit dem 
PMZ-Ausstrich versehen und auf den Glasring gelegi. Die so entstandene 
Objektkammer volistandig mit Paraffin6l ausgefillt sein. Der Paraffinél- 
einschluB, der fiir die Zellen unschadlich ist, verhindert einen Wasserverlust 
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des Ausstriches auch wahrend lang andauernden Beobachtungen. Die 
beschriebene Praparationstechnik erweist sich bei der Anwendung des Phasen- 
kontrastverfahrens als sehr geeignet; die sonst ibliche Beobachtungsart im 
haingenden Tropfen verursacht dagegen eine Stérung der Abbildung der 
Blenden des Phasenkondensors. Bei der Herstellung der Ausstriche ist zu 
beachten, diese méglichst dimn ausfallen, da iibereinanderliegende PMZ 
infolge ihrer Gr6éBe bereits keine befriedigende Abbildung im Phasenkontrast 
mehr erméglichen. 

In sorgfaltig hergestellten Praparaten bleibt ein groBer Teil der PMZ 
2 bis 4 Stunden am Leben. Oft kann darin der Ablauf der ersten 
meiotischen Teilung von der Metaphase bis zur Telophase direkt verfolgt 
werden. (PMZ in der Prophase der ersten meiotischen Teilung lassen sich 

_nicht im Leben untersuchen, da sie hier noch ein zusammenhangendes Gewebe 
bilden und nach dem Ausstreichen sofort absterben.) Der Schraubenbau 
der Meta- und Anaphasechromosomen ist in den lebenden Zellen meistens 
gut zu erkennen und in giinstig gelegenen Chromosomen 148t sich manchmal 
auch der feinere Bau des Schraubenfadens beobachten. 

Die PMZ von Tradescantia virginica sind fiir Lebenduntersuchungen 
sehr empfindlich. So bewirkt meistens schon das Offnen und Ausstreichen 
der PMZ eine Veranderung der Chromosomenstruktur. Unmittelbar nach der 
Praparation heben sich namlich im Phasenkontrastmikroskop verschiedene 
Chromosomen deutlich als dunkle Kérper vom helleren Cytoplasma ab; 
viele andere Chromosomen dagegen sind kaum sichtbar oder erscheinen 
etwas heller als das sie umgebende Cytoplasma. Im Hellfeld sind nur solche 
Chromosomen deutlich sichtbar, die im Phasenkontrast schlecht zu erkennen 
sind und umgekehrt. In Zellen, in denen die meiotischen Teilungen ungestért 
weitergehen, erscheinen die Chromosomen im Phasenkontrast immer dunkler 
als das Cytoplasma und sind im Hellfeld kaum sichtbar. Die im Phasen- 
kontrast hell und undeutlich erscheinenden Chromosomen (geringerer Quel- 
lungsgrad) setzen in diesem Zustand ihre Teilungen nicht mehr fort. Es muB 
sich hier um eine Schidigung der Zelle handeln, die auf das Offnen und 
Ausstreichen der Anthere zuriickzufihren ist. Diese Schidigung kann zum 
‘Absterben der Zelle fiihren, oft erholen sich aber die Zellen nach einer bis 
mehreren Minuten wieder (Chromosomen im Phasenkontrast wieder dunkel). 

Ahnliche Quellungs- und Entquellungserscheinungen als Reaktion auf 
mechanische und chemische Reize sind von BELAR (1930) in verschiedenen 
pflanzlichen und tierischen Zellen festgestellt und eingehend diskutiert worden. 
Sie spielen nicht nur fiir die Beurteilung von Chromosomen in den lebenden 
Zellen eine Rolle, sondern auch fiir das Aussehen der Chromosomen in fixierten 
und gefarbten Praparaten. So werden beim Fixieren frisch hergestellter 
PMZ-Ausstriche zum Teil solche durch das Ausstreichen schwach entquollene 
Chromosomen dargestellt. Eine Verbesserung der Praparationstechnik in 
dieser Richtung war deshalb das Ziel weiterer Arbeiten. 

Es wurden zunachst Zellen mit lebenden Chromosomen in Paraffinél- 
praparaten fixiert und der Vorgang der Fixierung im Mikroskop kontrolliert. 
Zu diesem Zweck wurde das Fixiermittel mit einer Mikropipette (Mikro- 
manipulator) in einer besonders hierfiir konstruierten Beobachtungskammer 
einzelnen Zellen des Ausstriches zugefiihrt. Bei den verwendeten Fixier- 
mitteln (KE, NawascuiIn, FLEMMING-BENDA) war dabei keine gréfRere Ver- 
anderung der im lebenden Chromosom sichtbaren Strukturen zu beobachten. 
Diese erschienen nach der Fixierung gewéhnlich etwas feiner, aber viel 
scharfer begrenzt und daher besser sichtbar als im Leben. Gegeniiber den 
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tiblichen Praparaten mit direkt fixierten Ausstrichen wurde mit diesem Ver- 
fahren meistens eine bessere Darstellung der Chromosomen erreicht. Zur 
serienmaBigen Herstellung fixierter Praparate erwies sich der Paraffinél- 
einschlu8 als ungeeignet und es wurden deshalb weitere Versuche mit Rohr- 
zuckerlésung als EinschluBmitte! gemacht. 

Um eine fiir die PMZ isotonische Lésung zu finden, wurden Ausstriche 
in 1- bis 10%ige Rohrzuckerlésung gebracht und im Mikroskop untersucht. 
Dabei wurde beobachtet, daB die Chromosomen in Zellen, welche unmittelbar 
mit der Rohrzuckerlésung in Berithrung kommen, nach kurzer Zeit zu quellen 
beginnen. Die Konzentration der Rohrzuckerlésung hat keinen Einflu8 auf 
diese Erscheinung. Im Hellfeld sind die Chromosomen meistens nach wenigen 
Minuten nicht mehr zu erkennen. Im Phasenkontrast kann festgestellt werden, 
wie die Chromosomen allmahlich gréBer und lockerer werden und die Grund- 
substanz (Matrix) verschwindet. Dabei treten sie gewohnlich eine Zeitlang 
sehr kontrastreich hervor, Einzelheiten sind viel besser zu beobachten als in 
normalen lebenden Chromosomen. Nach einigen Minuten sind dann die 
Chromosomen auch im Phasenkontrast nicht mehr sichtbar. Wird der Aus- 
strich nachher mit KE fixiert und gefarbt, so findet man in den PMZ stark 
vergréBerte Chromosomen, in denen die Schraubenfiden lose verlaufen. Bei 
einer Verlangerung der Einwirkungszeit der Rohrzuckerlésung auf eine Stunde . 
oder mehr ist die Quellung der Chromosomen vielfach so groB, da8 alle 
Chromosomen einer Zelle einen einzigen Knauel unregelmaBig verlaufender 
Faden bilden. 

Der mit Rohrzuckerlésung erreichte Quellungsgrad der Chromosomen 
ist in den einzelnen Zellen eines Ausstriches oft sehr verschieden. In Zellen, 
die allseitig von Antherenschleim umgeben sind, tritt gewohnlich auch nach 
mehreren Stunden keine Quellung der Chromosomen ein. 

Brunnenwasser und CO,-freies destilliertes Wasser zeigen dieselbe quel- 
lende Wirkung wie Rohrzuckerlésung. Da die Quellung der Chromosomen 
also nicht auf osmotische Vorgainge zurickzufiihren ist, wurde der EinfluB 
des pH des Einschlu8mittels gepriift. PMZ wurden in McItvartne-Puffer- 
lésung von pH 4 bis pH 8 untersucht (Herstellung der Lésungen nach STEINER 
1941). Hierbei konnten folgende GesetzmaBigkeiten beobachtet werden: 

In Lésungen mit einem pu > 6 tritt eine Quellung der Chromosomen 
ein, wie sie vorhin fiir Rohrzuckerlésung beschrieben worden ist. Die Quellung 
ist um so starker, je héher das pu des Puffers ist. In Pufferlésungen mit einem 
pH zwischen etwa 5,3 und 6,0 weisen die Chromosomen den natiirlichen 
Quellungsgrad auf wie er bei Paraffin6leinschluf festgestellt worden ist. Das pu 
des Antherenschleims mu8 demnach ebenfalls in diesem Bereich liegen.* 
Bei einem pu < 5,3 erfolgt eine Entquellung der Chromosomen. Diese er- 
scheinen im Phasenkontrast und Hellfeld gleich wie Chromosomen in Paraffin6l- 
praparaten, die unmittelbar nach ihrem Ausstreichen eine Schaidigung 
zeigten.., 

Die in Wasser und Rohrzuckerlésungen beobachteten Quellungserschei- 
nungen der Chromosomen sind somit darauf zuriickzufiihren, daB jene 
Lésungen ein héheres py als der Antherenschleim besitzen. 

DaB die Chromosomen in den PMZ von Tradescantia bei Zugabe von Rohr- 
zuckerlésung im Hellfeld nach kurzer Zeit unsichtbar werden, ist auch schon 
von Kuwapa und SakamurA (1927) und SakamuRA_ (1927) beobachtet 


1 Infolge des ziemlich unterschiedlichen Verhaltens der Zellen eines Aus- 
striches konnten noch keine genaueren pq-Werte ermittelt werden. Auch 
eine genaue Messung des px des Antherenschleimes ist bis jetzt nicht gelungen. 
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worden. Die Verfasser fiihren jedoch die Quellung der Chromosomen auf 
alkalisch reagierende Substanzen zuriick, die aus der gequetschten Antheren- 
wand herausgelést werden sollen. Diese Auffassung kann aber nach den 
vorhin mitgeteilten eigenen Beobachtungen nicht zutreffen. 

Durch Zugabe von Lésungen mit verschiedenem py zu den PMZ kann also 
der Quellungsgrad der Chromosomen beliebig verandert werden. Diese Tat- 
sache ist fir die Herstellung fixierter und gefarbter Praparate von grofer 
Bedeutung, da es sich gezeigt hat, daB der Schraubenbau der Chromosomen 
am besten untersucht werden kann, wenn sie in gequollenem Zustand fixiert 
werden (Schraube verschieden stark ausgezogen). 

Eine Quellung der Chromosomen vor ihrer Fixierung wird auch durch die 
in der Literatur angegebenen Praparationsmethoden zu erreichen gesucht 
(S. 359). Bei diesen werden die frischen PMZ-Ausstriche meistens mit 
alkalischen oder auch neutralen Lésungen behandelt. Die quellende Wirkung 
dieser empirisch gefundenen Mittel liegt nach den eigenen Untersuchungen 
in ihrem relativ zum Antherenschleim héheren px (px > 6). 


Vorbehandlung der PMZ zur Herstellung fixierter und gefarbter 
Praparate. 


Um den fir die der ginstigsten Quel- 
lungsgrad der Chromosomen zu ermitteln, wurden PMZ in folgende Puffer- 
gemische gebracht (Herstellung der Gemische nach STEINER 1941): 


Puffergemisch nach McILVAINE.. py 5,4—- 8,0, 


Phosphatpuffer ..........0...... pu 5,6— 8,0, 
Ammoniak-Ammonchlorid-Puffer . po 8,0—10,0, 
Soda-Bikarbonat-Puffer ......... pu 9,0—10,5. 


Die PMZ wurden auf ein mit Wachsfi8®chen versehenes Deckglas aus- 
gestrichen und dieses auf einen Tropfen des Puffergemisches gelegt. Nach 
einer bestimmten Zeit wurde KE oder das Fixiergemisch nach NAWASCHIN 
oder nach FLEMMING-BENDA unter dem Deckglas durchgesogen. Die Aus- 
striche wurden dann in der auf 8.362 angegebenen Weise zu KE- bzw. 
Dauerpraparaten weiterverarbeitet. py und Einwirkungszeit der Puffer- 
gemische wurden variiert. Da die Ausstriche Unterschiede in ihrer Dicke 
_ aufweisen, ist die Quellung der Chromosomen im gleichen Praparat meistens 
verschieden stark. 

Die besten Ergebnisse ergab Phosphatpuffer py 8,0 bei einer Einwirkungs- 
zeit von 15 bis 20 Minuten. 

AuBer den Puffergemischen wurden noch folgende in der Literatur an- 
gegebene Mittel zur Vorbehandlung der PMZ herangezogen: Dest. Wasser, 
Brunnenwasser, Rohrzuckerlésungen (vgl. 8S. 359), NH;, KCN und KCNS. 

Die Quellungswirkung dieser Mittel deckt sich im grofen und ganzen 
mit derjenigen der Puffergemische vom entsprechenden py, die Ergebnisse 
sind jedoch viel ungleichmaBiger als mit den Puffergemischen. Die genannten 
Mittel wurden vor allem angewendet, um die in der Literatur angegebenen 
Beobachtungen iiberprifen zu kénnen. Am haufigsten wurde zu diesem Zweck 
0,01 m NH, (Einwirkungszeit 30 Sekunden bis 2 Minuten) angewendet. 
Damit wurde manchmal eine sehr klare Darstellung des Schraubenbaues er- 
reicht, sehr oft aber fihrte diese Vorbehandlung zu groben Artefakten. 

Chromosomen der Prophase der zweiten meiotischen Teilung wurden nach 
der gleichen Methode vorbehandelt wie die Meta- und Anaphasechromosomen 
der ersten Teilung. Zur Darstellung von Prophasechromosomen der ersten 
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meiotischen Teilung erwies sich dagegen eine Vorbehandlung der PMZ als 
unzweckmafBig, da diese nach dem Ausstreichen immer absterben und eine 
Behandlung mit Quellungsmitteln dann grobe Artefakte erzeugt. 


2. Die Anwendung des Mikroskops. 
Theoretische Grundlagen. 


Die Kleinheit der zu untersuchenden Chromosomenstrukturen verlangt 
eine Ausniitzung des Mikroskops bis an die Grenze seiner Leistungsfahigkeit. 
Es soll deshalb zuerst iiberlegt werden, wie weit das Mikroskop feinste Einzel- 
heiten abzubilden vermag. 

Uber die Grenzen des Auflésungsvermégens des Mikroskops geben uns 
die eingehenden Untersuchungen ABBes (Ges. Abhandlungen 1904) an 
gitterférmigen Objekten Aufschlu8. Er bestimmt das Auflésungsvermégen 
als den Abstand d zweier Linien des Gitters, die im Mikroskop eben noch 
als getrennt wahrnehmbar sind. (Die Breite eines Gitterstreifens braucht 
dabei nicht mehr richtig wiedergegeben zu werden.) 

Bei gerader Beleuchtung betragt das Auflésungsvermégen: 


A 
d=.- A? 
2 ist die Wellenlange des Lichtes, A die numerische Apertur des Objektivs. 
Bei maximal schiefer Beleuchtung ist 


A 
d= 


Far Beleuchtungsstrahlen beliebiger Neigung gilt die Beziehung 


A 
d= ae (wobei A, < Ag), 
worin A, die numerische Apertur des Objektivs und A, die numerische 
Apertur der Beleuchtung ist. Eine VergréBerung des Auflésungsvermégens 
mit schiefer Beleuchtung tritt nur in einer Richtung des Objekts (azimutal) 
ein. Allseitige Steigerung des Auflésungsvermégens muB8 sich bei allseitig 
schiefer Beleuchtung ergeben. Beleuchtet man nicht mit parallelem Licht, 
sondern mit einem verschieden weit geéffneten Beleuchtungskegel (wie das 
beim Mikroskopieren normalerweise ja der Fall ist), so ist das Auflésungs- 
vermégen durch die Strahlen starkster Neigung bestimmt. Bei Anwendung 
eines die Offnung des Objektivs ganz ausfiillenden Beleuchtungskegels 
(A, = Ag) ist deshalb das gleiche Auflésungsvermégen wie bei duferst 
schiefer Beleuchtung zu erwarten. Doch sind in diesem Falle die Einzelheiten 
des Bildes durch Beleuchtungsstrahlen geringerer Apertur, die nichts zur 
Auflésung beitragen kénnen, tiberstrahlt. Durch Anbringen einer zentralen 
Blende im Beleuchtungskegel kann dieses ,,falsche‘“* Licht ausgeschaltet 
und kénnen die Kontraste bedeutend gesteigert werden (SIEDENTOPF 1915). 

Wahrend Asse zu seiner Darstellung des Abbildungsvorganges vor- 
wiegend gitterférmige Strukturen herbeizieht, untersuchen andere die Gesetz- 
maBigkeiten, die bei der Abbildung punktférmiger Objekte auftreten 
(RAYLEIGH 1896, BEREK 1924, 1927). Dabei fihren die verschiedenen Behand- 
lungsweisen zum selben Ergebnis tiber das Auflésungsvermégen des Mikro- 
skops. Wahrend man nach dem AsBeEschen Vorgehen zu besonders einfachen 
und iibersichtlichen Beziehungen zwischen Beleuchtungsart und Auflésungs- 
vermégen gelangt, erweist sich die zweite Methode wieder fiir andere Fragen 
25a* 
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als zweckmafig. So gibt sie besonders tiber die Tiefenwahrnehmung im 
Mikroskop Aufschlu8, daneben auch iiber das Aussehen feinster Details, 
wie Faden und Kérnchen im mikroskopischen Bilde. 

Jeder Objektpunkt erzeugt im Bildraum eine Beugungsfigur. In der Bild- 
ebene erscheint diese als ein Beugungsscheibchen. Der Durchmesser dieses 
Beugungsscheibchens, ins Objekt zuriickprojiziert, ist bei voller Beleuchtungs- 
apertur 


Die GréBe des so objektseitig gemessenen scheinbaren Beugungsscheib- 
chens bestimmt zusammen mit physiologischen Faktoren auch das Auf- 
lésungsvermégen. Das Bild irgend eines Objekts kann man sich nun durch 
Uberlagerung unendlich vieler solcher Beugungsscheibchen entstanden 
denken. Dabei ersieht man, da .feinste Strukturen zu gro8 erscheinen, 
eine Linie z. B. als Beugungsstreifen. Das Bild eines an der Grenze des 
Auflésungsvermégens liegenden Objekts stimmt also nicht mehr nach Gestalt 
und GréBe mit dem Objekt tiberein. Diese Tatsachen sind bei der Prifung 
mikroskopischer Bilder immer zu beachten. 

Die Beugungsfigur hat auch eine axiale Ausdehnung. Diese Tatsache 
beeinfluBt die Tiefenwahrnehmung im Mikroskop (BEREK 1927). Nach den 
Gesetzen der geometrischen Optik wird bei einer bestimmten Fokusierung 
lediglich eine durch das Objekt gelegte Ebene scharf abgebildet. Die oben 
genannte Beugungserscheinung und auch physiologische Faktoren bewirken 
aber, da anstatt einer Ebene ein mehr oder weniger groBer Tiefenbereich 
des Objekts ununterscheidbar scharf erscheint. Die Gré8e dieser Scharfen- 
tiefe T (Fokustiefe) ist nach den Untersuchungen von BEREK bei voller 
Beleuchtungsapertur durch folgende gegeben: 

4A 
Hierin bedeuten: 


der Brechungsindex des 
A die Wellenlinge des Lichtes, 


A die numerische Apertur des Objektivs, 


V die auf die konventionelle Sehweite S (= 25 cm) bs eg Gesamt- 
vergr6Berung im Mikroskop. 


%q = 0,125 

@ = 0,00136 
Alle Einzelheiten, die sich innerhalb dieser Fokustiefe befinden, werden 
mit maximaler Scharfe abgebildet. Der Scharfenabfall an den Grenzen des 
Bereiches T ist allmahlich. BEREK untersucht auch diejenige Tiefe, in welcher 
das Bild eines Objekts noch eine auBerste Spur von Ahnlichkeit zu der Ab- 
bildung innerhalb der eigentlichen Fokustiefe besitzt. Darnach ist diese Tiefe 
der ahnlichen Abbildung abhaingig von der StrukturgréBe, dagegen unab- 
hangig von der MikroskopvergréBerung (vgl. S. 379 dieser Arbeit). 


\ experimentell bestimmte - Konstanten. 


Die Vergré8erung. 
Es ist gezeigt worden, da8 Bilder nicht mehr objektaéhnlich sind, wenn 
die Apertur nur zur Auflésung der Struktur ausreicht. Es hat daher keinen 
Zweck, die Vergré8erung so weit zu steigern, da8 man die Form und Gréfe 
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der von solchen Strukturen erzeugten Beugungserscheinungen erkennen 
kann; diese haben ja mit der Gestalt und GréBe der Struktur nichts zu tun. 
ABBE hat zuerst nachgewiesen, daB eine VergréSerung, die gleich dem 500- 
bis 1000fachen der numerischen Apertur des Objektivs ist (bei 2 = 5500 A), 
alles zeigt, was das Mikroskop von der wahren Struktur des Objekts ent- 
hillen kann (férderliche Vergré8erung). Die VergréBerung bei den meisten 
Mikrophotographien dieser Arbeit (Tafel I bis III) betragt 1600. Entsprechend 
einer numerischen Apertur der verwendeten Objektive von 1,25 bis 1,40 wird 
hier bei einer Betrachtung der Aufnahmen aus etwa 30 cm Entfernung die 
obere Grenze der férderlichen VergréBerung erreicht. 


Objektive und Okulare. 


Die mit einer Olimmersion erreichbare héchste numerischen Apertur ist 
1,4. Diese Apertur kommt aber nur zur Geltung, wenn alle Mittel zwischen 
Objekt und Objektiv mindestens einen Brechungsindex von 1,4 aufweisen. Dies 
ist der Fall bei Kanadabalsam- oder Caedax-Einschlu8, nicht dagegen bei 
den viel beniitzten Karminessigsaéurepraparaten. Der hier relativ niedrige 
Brechungsindex des Einbettungsmediums (n = 1,37) schrankt nicht nur die 
Apertur ein, sondern kann auch das, von einer Olimmersion hoher numerischer 
Apertur erzeugte Bild ganz betrachtlich verschlechtern (KOHLER 1928, BELLING 
_ 1930). Nur wenn das Objekt dem Deckglas unmittelbar anliegt, gibt auch 
die Olimmersion einwandfreie Bilder, andernfalls entsteht infolge spharischer 
Unterkorrektion ein unscharfes Bild. Geringe Fehler kénnen durch eine 
Verlingerung des Tubus ausgeglichen werden. Im allgemeinen erhalt man 
aber nur mit einer Wasserimmersion mit Korrektionsfassung einwandfreie 
Bilder. 


Beniitzte Objektive und Okulare: 
Le1tz-Apochromat 92, numerische Apertur 1,40 (Olimmersion) 


— -Fluoritsystem 95, — 1,32 
ZeE1ss-Apochromat 90, 1,30 — 
—  -Apochromat 70, 1,25 (Wasserimmersion) 


Lettz-Periplanokulare 10, x 12, x und 15 x. 
WInKEL-Photookulare 9 x, 12 x und 18 x. 
ZE1ss-Kompensationsokular 15 x. 


Beleuchtung. 


Bei allen Untersuchungen (Beobachtung und Photographie) fand das 
Koutersche Beleuchtungsprinzip Anwendung (KOHLER 1927, 1928). Das 
Mikroskop (Zzr1ss-Stativ LW) war mit dem aplanatischen Kondensor (nu- 
merischen Apertur 1,4) von ZEIss ausgeristet. Dieser wurde durch Vorschalten 
einer Linse von 25 cm Brennweite auf den entsprechenden Lampenabstand 
korrigiert. Zur Kondensorimmersion diente Immersol von GRUBLER, Leipzig. 
Ein gewohnlicher, unkorrigierter Kondensor wirde bei kleiner Offnung des 
Lampenkollektors, wie dies bei starken VergréSerungen sich aus dem KOHLER- 
schen Prinzip ergibt, eine viel zu geringe oder auch ungleichmaBige Beleuch- 
tungsapertur liefern (vgl. KOHLER 1928). Sofern mit strengen Lichtfiltern 
gearbeitet wird, hat der Kondensor nur eine spharische Korrektion auf- 
zuweisen (Aplanatische Kondensoren). 

Far die Einstellung der Aperturblende des Kondensors ist neben den 
vorhin diskutierten Beziehungen zum Auflésungsvermégen noch die Be- 
schaffenheit des Préparates maBgebend: farblose Details, deren Lichtbrechungs- 
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unterschiede in bezug auf die Umgebung kiein sind, werden nur bei einem 
engen Beleuchtungskegel, d. h. kleiner Blende sichtbar (wenn eine Ab- 
bildung iberhaupt méglich ist). Stark absorbierende Strukturen dagegen 
werden bei groBer Beleuchtungsapertur (groBer Blende) am besten abgebildet. 
Objekte mit linearen Strukturen oder solche mit gleichartigen, vorwiegend 
in bestimmten Richtungen angeordneten Strukturen (periodische Strukturen) 
lassen sich oft vorteilhaft mit einseitig schiefer Beleuchtung untersuchen. 
In Karminessigsdéurepraparaten (KE-Praparaten) weisen die Chromatiden 
sowohl Absorptions-, wie auch Lichtbrechungsunterschiede gegeniiber ihrer 
Umgebung auf. Eine gro8e Beleuchtungsapertur ergibt hier wohl gute 
Auflésung, aber ein kontrastarmes Bild. Bei kleiner Beleuchtungsapertur 
(3/; bis 1/, der Objektivapertur) sind die Kontraste gro8, die Auflésung aber 
ist oft zu gering. Es mu8 daher bei Anwendung gerader Beleuchtung im 
allgemeinen ein Kompromi8 zwischen Kontrast und Auflésung getroffen 
werden. Am haufigsten wurde eine Beleuchtungsapertur gewahlt, die der 
halben Objektivapertur entspricht (auch bei der Mikrophotographie). 

Das Optimum an Auflésung und Kontrast ist bei KE-Praparaten mit 
einseitig schiefer Beleuchtung zu erreichen. Da die Chromosomen periodische 
Strukturen aufweisen, fiihrt ihre Anwendung zu besonders guten Ergebnissen. 
Einseitig schiefe Beleuchtung 148+ sich beim ABBEschen Beleuchtungsapparat 
in einfacher Weise durch Exzentrischstellen der Apertur-Irisblende erzielen. 
Um den bei dieser Beleuchtung auftretenden Azimuteffekt kontrollieren zu 
kénnen, wird das Objekt mit Hilfe des Mikroskop-Drehtisches in verschiedene 
Lagen zum Lichteinfall gebracht, oder es kann auch die Lichteinfallsrichtung 
durch Drehen der exzentrisch gestellten Aperturblende bei feststehendem 
Objekt variiert werden. Bei diesem Vorgehen wird eine ungewollte Ver- 
anderung einer bestimmten Fokussierung am besten vermieden. Es wurde 
deshalb besonders in der Mikrophotographie angewendet. 

Die zweckmaBigste Gré8e der Aperturblende und ihre laterale Ver- 
schiebung richtet sich nach der Beschaffenheit der zu untersuchenden Struk- 
turen (Abmessungen, gegenseitige Lagen, Absorption und Lichtbrechung) 
und ist von Fall zu Fall zu bestimmen. 

Zur Anwendung extrem schiefer Beleuchtung sind diinne Praparate not- 
wendig. 

Dauerpraéparate (Kristallviolettfarbung, Einschlu8 in Caedax). 

Die Schraubenfaden der Chromosomen werden durch ihre starke Licht- 
absorption sichtbar. Brechungsunterschiede gegeniiber der Umgebung sind 
dagegen meistens sehr gering. Hier lassen sich deshalb groBe Beleuchtungs- 
aperturen mit Vorteil anwenden (*/, bis 1/, der Objektivapertur). Die dabei 

‘auftretende Uberstrahlung des Bildes durch mittlere Teile des Beleuchtungs- 

kegels (S. 367) 148t sich mit einer Zentralblende vermindern. Fir gitter- 
férmige Objekte ist der Durchmesser dieser Blende leicht zu berechnen 
(SIEDENTOPF 1915). Bei Chromosomenpraparaten diese GréBe durch 
praktische Versuche ermittelt werden. Durch die Ausblendung eines zentralen 
Bereiches von 1/, bis 2/, der Beleuchtungsapertur wurden bei sehr diinnen 
Praparaten gute Ergebnisse erzielt. 

Das gré8te Auflésungsvermégen wurde auch bei den Dauerpraparaten 
mit einseitig schiefer Beleuchtung erhalten. Die Wirkungsweise der ver- 
schiedenen Beleuchtungsarten ist aus Abb. 50 (Tafel III) ersichtlich: Abb. 50 a 
volle Beleuchtungsapertur, Abb. 50b Zentralblende, Abb. 50c einseitig 
schiefe Beleuchtung. 
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Als Lichtquelle diente die Niedervoltlampe VII von Zx1ss (mit Osram- 
Flachwendelbirne 8 Volt, 15 Watt). Um die zu einer kontrastreichen Wieder- 
gabe der gefarbten Objekte, besonders fiir die Mikrophotographie geeigneten 
Lichtfilter zu bestimmen, wurde zuerst der Absorptionsverlauf der Farb- 
stoffe photometrisch (PULFRICH-Photometer) ermittelt und ein Lichtfilter 
mit einer Durchlassigkeit im entsprechenden Bereich gesucht. Um dabei 
auch ein méglichst hohes Auflésungsvermégen zu erreichen, wurde ein Filter 
mit einem Durchlassigkeitsmaximum bei méglichst kleiner Wellenlange 
gewahlt. 

Als geeignete Filter erwiesen sich folgende Scuorrsche Farbglaser: 


BG7, 3mm dick + GG11, 2mm dick (Durchlissigkeitsmaximum bei 
5200 A); fir Karminessigsaure. 
VG 4,4mm dick (Durchlissigkeitsmaximum bei 5500 A); fir Kristall- 
violett. 
Phasenkontrast. 


Farblose Details in mikroskopischen Praparaten, die nur geringe Licht- 
brechungsunterschiede gegeniiber der Umgebung aufweisen, sind im gewéhn- 
lichen Mikroskop schlecht zu erkennen oder iiberhaupt nicht sichtbar. Mit 
dem Phasenkontrastverfahren nach ZERNIKE (1935, 1942) lassen sich dagegen 
auch solche Einzelheiten sehr kontrastreich abbilden (Loos 1941; KOHLER 
und Loos 1941; Micuet 1941; BENNET, JUPNIK, OSTERBERG und RICHARDS 
1946). Das Phasenkontrastmikroskop wurde vor allem zu den Untersuchungen 
lebender PMZ beniitzt, daneben zu Beobachtungen von fixierten, ungefarbten 
PMZ in verschiedenen Flissigkeiten. Auch bei gefarbten Strukturen in 
KE-Praparaten erwies sich eine zusaitzliche Anwendung des Phasenkontrastes 
oft als vorteilhaft. 

Apparatur: 

Phasenkontrasteinrichtung von ZEIss, mit den Objektiven Ph 90, nume- 
rischer Apertur 1,25 und Ph 40, numerischer Apertur 0,65. 


Gelbgrinfilter VG 4,4 mm dick und Warmeschutzfilter BG 17, 3 mm 
dick von Scuott (letzteres fir Lebendbeobachtungen). 


Mikrophotographie. 
Uber die Wahl der Optik und Beleuchtungsanordnung gilt das bisher 
Gesagte. 
Kamera. 


Fir alle Lebendaufnahmen: Aufsatzkamera ,,Mifilmea‘‘ von LEITz. 


Far Aufnahmen fixierter Zellen: Balgenkamera, eingerichtet fir 6 x 9 cm- 
Platten und 35 mm-Film (in aufgesetztem Spiegelreflexapparat ,,Prakti- 
flex‘‘). 

Negativmaterial. 


Agfa-Mikroplatte, Agfa-Isopan FF und Isochrom Kleinbildfilm. 


Positivprozef8. 


Der Abbildungsmafstab in den Negativen betrug 300:1 bis 1400: 1. 
Die meisten Negative wurden nachtriglich vergréBert. Retusche ist nie 
angewendet worden. 
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C. Der Schraubenbau des Meta- und Anaphasechromosoms in 
der ersten meiotischen Teilung bei Tradescantia virginica L. 


1. Vorbemerkungen. 


In der Metaphase sind normalerweise 12 Chromosomenpaare (bivalente 
Chromosomen, Gemini) zu beobachten. Ihre Partner (Dyaden) hangen 
- an einem oder an beiden Enden zusammen; sie bilden Stabe oder Ringe 
(Abb. 1).1 Diese Anordnung wird zuriickgefiihrt auf terminalisierte 
Chiasmata. 


Haufig findet man bei Tradescantia auch zwei Chromosomenpaare zu 
einem Ring (Abb. 6) oder einer Kette vereinigt (Abb. 50). In der spiten 
Metaphase oder auch erst in der Anaphase spaltet sich jede Dyade in ihre 
zwei Chromatiden. Der verhaltnismaBig dicke Chromosomenk6rper wird 
in diesen Stadien von einer Schraube mit vier bis sechs Windungen 
gebildet. 


Der Bau des Schraubenfadens kann im fixierten und gefarbten Pra- 
parat ganz verschiedenartig in Erscheinung treten. Dies gilt sowohl fiir 
abweichend behandelte Zellen, wie auch fiir Chromosomen derselben 
Zelle. Haufig findet man ein solches Verhalten innerhalb eines einzigen 
Chromosoms. Diese Tatsache zeigt, daB es sich hier um Strukturen 
handelt, die sich bei irgendwelchen Eingriffen in die Zelle sehr leicht 
kénnen. 


Es ist nun selbstverstindlich fiir das Ergebnis der ganzen Unter- 
suchung von fundamentaler Bedeutung, die normalen und die in verschie- 
dener Weise verinderten Strukturen des Chromosoms unterscheiden zu 
k6énnen. Da eine direkte Priifung durch Lebendbeobachtung nicht immer 
durchfiihrbar ist (vor allem in gequollenen Chromosomen nicht), gestaltet 
sich eine einwandfreie Beurteilung des Schraubenfeinbaues sehr schwierig. 
Um trotzdem zu gesicherten Resultaten zu gelangen, wurde in dieser 
Arbeit folgender Weg eingeschlagen: Die Erscheinung der Chromosomen- 
- struktur wurde an einem sehr umfangreichen Untersuchungsmaterial 
verfolgt. Zuerst wurde bei Anwendung einer bestimmten Methode auf 
stiindig wiederkehrende Besonderheiten der Strukturen geachtet. Als 
dabei das Vorhandensein einer Doppelwendel nicht festgestellt werden 
konnte, sondern an ihrer Stelle zwei einfach geschraubte Chromatiden 
mit Chromomeren in Erscheinung traten, wurden andere Praparations- 
methoden auf diese Ergebnisse hin gepriift. 


Im folgenden werden die Beobachtungen im Zusammenhang mit den 
Methoden dargestellt. 


1 Die Bezeichnung ,,Abb. ...‘* bedeutet im folgenden immer eine Mikro- 
photographie auf Tafel I bis III, die sich am Schlu8 dieser Arbeit befinden. 
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2. Karminessigséurepréparate (KE). 

Der in iiblichen KE-Praparaten am haufigsten beobachtete Bau der 
Schraubenfiden ist aus den Abb. 2 bis 4 ersichtlich. 

Viele Chromosomen zeigen entlang der Schraubenwindungen stark 
gefarbte K6rnchen in mehr oder weniger dichter Folge (Abb. 2, Abb. 3 
bei A). Entweder erscheinen diese als kurze, quer zur Windungsrichtung 
gestellte Stabchen oder als punktférmige und in zwei Reihen angeordnete 
Gebilde. In anderen Chromosomen lassen die Schraubenwindungen 
einen Aufbau aus zwei feinen, eng beisammenliegenden Faden erkennen 
(Abb. 3 bei B). 

Auf diesen Faden findet man haufig die oben erwihnten Knétchen 
angeordnet (Abb. 4). Dabei stehen meistens auf den beiden — zwei 
Knétchen sich gegeniiber. 

Diese Beobachtungen erinnern stark an die Steuktanndiudabiong: im 
Pachytaénstadium, wo die homologen, gestreckten Chromosomenfaden 
gepaart sind und in bestimmten Abstaénden die Chromomeren erkennen 
lassen. 

Das ieadphdinitioeacenit kénnte demnach aus den einfach ge- 
schraubten, aber strukturell wenig veranderten Pachytinfaiden aufgebaut 
sein. 

Eine eingehende Uberpriifung dieser Vermutung ist mit Hilfe des iib- 
lichen KE-Verfahrens schwierig. Bei diesem wird ja das Chromosom 
haufig nicht im natiirlichen, sondern in einem schwach entquollenen Zu- 
stande fixiert. Die Schraube erscheint hier sehr eng gewunden; ihre Struk- 
turen sind fein und optisch schlecht auflésbar. Dazu wirkt sich noch die 
Chromosomengrundsubstanz (Matrix) auf die Beobachtungen meistens 
ungiinstig aus. Sie wird nimlich durch die Praparation oft stark verindert, 
wobei sie Teile der Schraubenwindungen zu homogenen Massen verklebt, 
oder Anla8 zu verschiedensten andersartigen Kunstprodukten geben 
kann. 

Trotz dieser Schwierigkeiten gelang es, besonders durch Anwendung 
einseitig schiefer Objektbeleuchtung, in einer groBen Zahl solcher 
KE-Praparate die vermutete Struktur des meiotischen Metaphase- 
chromosoms einwandfrei nachzuweisen (RucH 1945). 

Viel giinstiger erweisen sich fiir die Beobachtung der Schrauben- 
struktur PMZ, die vor ihrer Fixierung und Farbung in KE mit ver- 
schiedenen Quellungsmitteln behandelt worden sind. 

Auf die vorher mit gewohnlichen KE-Praparaten gemachten Unter- 
suchungen wird deshalb hier nicht mehr eingegangen. 

Je nach pa und Einwirkungsdauer der verwendeten Quellungsmittel 
und der Dicke des Ausstriches weisen, die Chromosomen einen ver- 
schiedenen Quellungsgrad auf (vgl. 8.365). Ist der Quellungsgrad 
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groBer als im Leben, so erscheint die Schraube aufgelockert oder im 
Extremfall abgerollt (Abb. 1 und 7: Quellungsgrad ahnlich wie in der 
lebenden Zelle; Abb. 13: Schraube stark aufgelockert; Abb. 55: Schraube 
abgerollt). Die Chromosomengrundsubstanz ist teilweise bis vollstandig 
aufgelést. 

Die Strukturen des Schraubenfadens kénnen dabei in den unter- 
schiedlich ausgezogenen Schrauben in unveranderter Weise auftreten 
oder kénnen selber von der Quellung erfaBt worden sein. Dabei erscheinen 
Einzelheiten vergréBert und sind leichter zu beobachten. Haufig aber 
fiihrt dieser Vorgang zu einer Entstellung des vorhandenen Baues (vgl. 
dazu Bemerkungen S. 383). 

Die Abb. 5 bis 13, 35, 44a, 45a und b zeigen Metaphasechromosomen 
mit verschiedenem Quellungsgrad und dem dabei auftretenden Bau 
ihrer Windungen. 

In den Aufnahmen erkennt man die bereits in gewohnlichen KE-Pra- 
paraten gefundenen Strukturen viel deutlicher. Zunachst la8t sich fast 
iiberall das Vorhandensein eines Doppelfadens innerhalb der Schrauben- 
windungen nachweisen. Die beiden Faden verlaufen bald sehr eng 
beisammen, bald sind sie ziemlich weit getrennt, an verschiedenen Stellen 
(vgl. Abb. 10 und 45a) iiberkreuzen sie sich. In bestimmten, oft fast 
regelmaBigen, oft ganz ungleichen Abstaénden weisen die Faden An- 
schwellungen auf. Wie die Anordnung, so wechselt auch die Gestalt 
und Gr6éBe dieser Gebilde auf dem Faden stark. Sie erscheinen als rund- 
liche oder in der Fadenrichtung gestreckte Knétchen. Ihre Abmessungen 
sind haufig derart, daB sie eben noch knapp wahrgenommen werden 
k6énnen; manchmal iibertreffen sie aber die Fadendicke um ein Mehr- 
faches. 

Wiahrend die Aufreihung dieser Knétchen auf einem einzelnen Faden 
keine GesetzmaBigkeit erkennen la8t, besteht eine solche in bezug auf 
ihre Anordnung zwischen den zwei benachbarten Faden. Es stehen 
hier immer entsprechend gebaute sich gegeniiber, oder sind nur wenig 
in der Fadenrichtung verschoben. 


Bei eng verlaufenden Doppelfaden berihren sich oft entsprechende, 
gréBere Knétchen, oder sie sind zu einem einheitlich aussehenden Gebilde 
verschmolzen (z.B. in Abb. 35). Oft scheint ein deutlich getrenntes 
Knétchenpaar durch einen sehr feinen Querstrang zusammenzuhangen 
(Abb. 9, 10, 13). In Anaphasechromosomen 1laBt sich dasselbe Bau- 
' prinzip nachweisen (Abb.14 und 15). Die Chromatidenschrauben 
spreizen hier auseinander oder liegen vollstindig getrennt nebeneinander. 
Jede dieser Schrauben wird auch hier wieder von einem Doppelstrang 
gebildet. Im ganzen Anaphasechromosom sind somit vier Schrauben- 
faden (Halbchromatiden) sichtbar. 
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3. Dauerpréparate. 

Die Fixierung erfolgte hier mit den Gemischen von FLEMMING und 
NawascHin. Zur Farbung wurde Kristallviolett nach Newton ver- 
wendet. In Mikrotomschnitten und iiblichen Ausstrichpriparaten lieBen 
sich Einzelheiten im Schraubenbau, auf die es hier ankommt, nie mit 
geniigender Deutlichkeit erkennen. Die Verhiltnisse liegen hier meistens 
noch ungiinstiger als in gewohnlichen KE-Praparaten. Dagegen wurden 
bei vorbehandelten PMZ-Ausstrichen sehr gute Ergebnisse erzielt. Da 
in diesen Praparaten ein Pressen des Ausstriches nicht erfolgte, erscheinen 
die Chromosomen in natiirlicher Anordnung. In dieser Hinsicht bilden 
sie eine wertvolle Ergianzung der KE-Praparate, in denen eine solche 
Anordnung immer absichtlich mehr oder weniger stark gestért worden 
ist. Die Strukturen in diesen Praparaten sind im allgemeinen von kleineren 
Abmessungen als in den entsprechenden KE-Ausstrichen. Da aber ihre 
starke Lichtabsorption und das Caedax-EinschluBmittel ein héheres 
Auflésungsvermégen gestatten, sind eingehende Beobachtungen sehr gut 
méglich. 

Der Bau der Meta- und Anaphasechromosomen zeigt sich in den mit 
Kristallviolett gefairbten Zellen in derselben Art wie in KE-Praparaten. 
Wiederum erkennt man einfach geschraubte Doppelstringe. Dabei er- 
scheint dieser Schraubenbau vielfach mit gré8ter Deutlichkeit (Abb. 16 
bis 24, 36, 39, 47a, 48a, 49a, 51 bis 53, 55). 

Abb. 55a bis ec zeigen vollstaindig abgewickelte Schrauben von Ana- 
phasechromosomen. Ihre zwei Faden verlaufen hier zum Teil genau 
parallel, zum Teil sind sie umeinandergedreht. Bei starker EKinwirkung 
alkalischer Lésungen k6énnen schlieBlich die zwei Strange auseinander- 
weichen und dann regellos angeordnet sein (Abb. 56a bis c). 

Die Struktur der Faden deckt sich in stark gequollenen Chromosomen 
vollstindig mit der in KE-Praparaten festgestellten. In schwach ge- 
quollenen Chromosomen erscheinen die Faden vielfach mehr oder weniger 
homogen oder lassen nur an vereinzelten Stellen kraftiger gefiarbte 
Kn6tchen erkennen (Abb. 16, 17, 22, 51 bis 53, 55). 

Es hat sich gezeigt, daB dieses Verhalten auf geringfiigige Kontrak- 
tionen der Strukturen bei ihrer Entwisserung und EinschluB in Caedax 
zurickzufihren ist. 

4. Lebendbeobachtungen. 


Aus den Antheren isolierte PMZ lassen sich in Praparaten unter 
Paraffindlabschlu8 mehrere Stunden am Leben erhalten (S. 363). Im 
Phasenkontrastmikroskop heben sich die lebenden Meta- und Anaphase- 
chromosomen der ersten meiotischen Teilung deutlich als dunkle Kérper 
vom Cytoplasma ab. Ihr Schraubenbau ist fast immer zu erkennen. 
Gewohnlich erscheinen die Schraubenfiden dick und homogen. Hie 
26* 
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und da aber ist, wie Abb. 72 zeigt, ihr Aufbau aus einem -Doppelstrang 
recht gut festzustellen. Wesentlich klarer tritt die Schraubenstruktur 
der Chromosomen hervor, wenn die Chromosomen nach Zugabe von 
Rohrzuckerlésung zum frischen PMZ-Ausstrich langsam zu quellen 
beginnen (Abb. 68 bis 71). Doppelfiden und Doppelknétchen sind eine 
Zeitlang ahnlich wie in fixierten und gefarbten Praparaten sichtbar. 
Bei einem bestimmten Quellungsgrad werden dann die Chromosomen 


unsichtbar. 


5. Diskussion der Beobachtungen. 


In det groBen Zahl untersuchter Priparate zeigten die Meta- und 
Anaphasechromosomen trotz verschiedener Quellung, Fixierung und 
Farbung einheitlich folgendes Bauprinzip: 


Text-Abb. 7. 
Schematische 
Darstellung des 
‘Schraubenbaues 
der Chromoso- 
men in der ersten 
meiotischen Tei- 
lung. 


Zwei parallellaufende Faden, auf denen sich in wech- 
selnden Abstanden einander gegeniiber Knétchen befinden, 
bilden eine einfache Schraube (Text-Abb. 7). Andeutungen 
einer Kleinschraube konnten in keinem Falle beobachtet 
werden. Die mit dem Phasenkontrastverfahren gemachten 
Lebendbeobachtungen bestiatigten durchwegs die Wahr- 
nehmungen am fixierten und gefarbten Material. 

Aus den Beobachtungen folgt weiter, daB die beiden 
Faden der Schraube identisch sind mit den Chromatiden, 
und daB die Knétchen auf den Faden we Chromomeren 
des Pachytins entsprechen. 

Obwohl der Verfasser von der Richtigkeit seiner Beob- 
achtungen iiberzeugt ist, so kénnte vielleicht der Einwand 
erhoben werden, da8B die optischen Erscheinungen falsch 
interpretiert worden seien; da es sich um die Darstellung 
von Strukturen handelt, die an der Grenze des Auf- 
lésungsvermégens liegen. 


Es soll der Einwand gepriift werden, die beobachteten Knoétchen 
kénnten optische Schnitte durch Kleinschrauben sein — zu dieser Ver- 
mutung kénnten verschiedene Aufnahmen AnlaB geben (z. B. Abb. 5, 
9, 20). Um diese Frage zu entscheiden, wird im folgenden Abschnitt die 
Abbildung von Schrauben untersucht, welehe Abmessungen eventuell 
vorhandener Kleinschrauben besitzen. Dies soll zunaichst an Hand 
theoretischer Uberlegungen geschehen; nachher werden kleine Schrauben 
der zweiten meiotischen Prophase zum Vergleich herangezogen. 


6. Die Abbildung von Kleinschrauben. 


Nach der Literatur wird das optische Verhalten von Chromoscmen- 
schrauben hie und da an makroskopischen Glasmodellen studiert. Die 
daran gemachten Beobachtungen iiber das Auftreten von Hell- und 
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Dunkelstellen (hervorgerufen durch Brechung und Reflexion des Lichtes) 
werden dann auf die optischen Erscheinungen mikroskopischer Strukturen 
iibertragen (NEBEL 1932, 1941). Da aber makroskopische Objekte sich 
in optischer Hinsicht zum Teil ganz anders verhalten als solche von der 
GréBenordnung der Lichtwellenlinge, muB ein solches Vorgehen zu 
falschen Ergebnissen fiihren. 

In dieser Arbeit sollen GesetzmaBigkeiten, die eine kleine Schraube 
im Mikroskop bei verschiedener Fokusierung zeigen mu8, zunichst an 
Hand verschiedener Zeichenschemata untersucht werden. Zu diesem 
Zweck zeichnen wir die Schraube im Grundri8 (= Ansicht in der Achsen- 
richtung) und im Seitenri8 (= Ansicht senkrecht zur Schraubenachse). 
Die Dicke des Schraubenfadens, die im Mikroskop 


nicht mehr richtig wiedergegeben werden kann, Be 
wird vernachlassigt. 

Um das Bild, das die Schraube im Mikroskop f E 
erzeugt, zeichnerisch darstellen zu k6nnen, miissen P 
die fir den Abbildungsvorgang maSgebenden 
Beugungserscheinungen mit EinschluB physiologi- z 
scher Faktoren Beriicksichtigung finden. Ihre 


GréBen denken wir uns ins Objekt zuriickprojiziert 
und tragen sie in den Grund- und SeitenriB der der 
Schraube ein (Text-Abb. 9 bis 11). 

Ks soll zuerst die Abbildung einer Schraube, deren Achse parallel zur 
Bildebene verlaufe, untersucht werden. 

Im kreisférmigen GrundriB (seine Ebene verlauft parallel zur optischen 
Achse des Mikroskops) bringen wir den von BEREK ermittelten Wert 
der Schérfentiefe (S. 368) zur Darstellung: Den Kreis denken wir uns in 
beliebig viele Punkte zerlegt. Fiir eine Anzahl Punkte wird die halbe 
Scharfentiefe +) auf einer vertikalen Geraden nach oben und unten 


abgetragen (Text-Abb. 8). Solange sich die Einstellebene Z innerhalb 
der Strecke 7 bewegt, wird der Objektpunkt P mit maximaler Scharfe 

abgebildet. Entsprechend werden alle Punkte des Kreises, deren Verti- 

kalen der Linge 7 die Einstellebene EZ durchstoBen, scharf abge- 

bildet. 

Im SeitenriB (Bildebene) erscheinen diese Punkte als Beugungs- 
scheibchen, die sich durch Uberlagerung als Beugungsstreifen zeigen. 
Auf diese Art erhalten wir das Bild, welches das Mikroskop von der 
Schraube bei irgendeiner Fokusierung erzeugt. 

Dasselbe ist abhingig vom Verhiltnis des Schraubendurchmessers 
zur Schiarfentiefe. Wir unterscheiden drei Fille: 

1. Schraubendurchmesser > Scharfentiefe (a > 7). Beispiel: a=0,8 u, 
T = 0,5 (Text-Abb. 9). 
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Text-Abb. 9 zeigt drei verschiedene Einstellebenen. Besonders zu 
beachten sind die in verschiedener Richtung verlaufenden Beugungs- 
streifen (Einstellung A und C) und die in einem engen Einstellbereich (B) 


GrundriB SeitenriB 


Text-Abb. 9. Kleine Schraube bei verschiedenen Fokusierungen (A, B, C); 
> Schirfentiefe. 


in zwei Reihen erscheinenden Beugungsscheibchen (Beugungsscheibchen 
nie in Opposition!). 


GrundriB SeitenriB 
Text-Abb. 10. bei verschiedenen Fokusierungen (A, B, C); 
= Schirfentiefe. 


2. Schraubendurchmesser = Schirfentiefe (4 = Beispiel: 
a=0,5y; T = 0,5 (Text-Abb. 10). 


In der Einstellebene B wird die ganze Schraube mit maximaler Scharfe 
abgebildet. Die iibrigen Einstellungen verhalten sich eich wie diejenigen 
in Text-Abb. 9. 
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3. Schraubendurchmesser < Schiarfentiefe (a < T). Beispiel: a=0,3 
T = 0,5 (Text-Abb. 11). 

In einem gréBeren Einstellbereich ist die ganze Schraube abgebildet. 

In diesen Darstellungen wurde die Abbildung mit maximaler Scharfe 
beriicksichtigt. Da der Scharfenabfall in beiden Richtungen nicht 
sprungartig erfolgt, wie das in den Zeichnungen angegeben ist, ist bereits 
erlautert worden. 

Berek gibt fiir Elemente an der Grenze des Auflosungsvermégens 
die Tiefe, auBerhalb welcher eine Andeutung einer Abbildung verloren- 
geht mit 1 an. Deshalb sehen wir in Priaparaten nie bloB die in den 
Zeichnungen wiedergegebenen scharfen Konturen, sondern diese in der 


Text-Abb. 11. Kleine Schraube bei verschiedenen Fokusierungen (A, B, C); 
Schraubendurel < Schiirfentiefe. 


Richtung der Schraubenwindung stets allmahlich in einen Unscharfen- 
bereich iibergehend. 

Die theoretischen Uberlegungen sollen nun an kleinen Schrauben der 
zweiten meiotischen Prophase auf ihre Richtigkeit gepriift werden. 

Die Werte der Schirfentiefe nach BEREK gelten fiir volle Beleuchtungs- 
apertur. Mit Kristallviolett gefairbte Chromosomen erméglichen ihrer 
starken Lichtabsorption wegen ein Arbeiten mit voller Beleuchtungs- 
apertur. 

Kristallviolett-Priparate. In der Prophase der zweiten meiotischen 
Teilung wurden Schrauben in den Dimensionen eventuell vorhandener 
Kleinschrauben des Metaphasechromosoms der ersten meiotischen 
Teilung gesucht. Dazu wurde der Abstand zweier gegeniiberliegender 
Chromomeren in einer groBen Zahl Metaphasechromosomen gemessen 
und als Schraubendurchmesser angenommen. Als Schraubendurchmesser 
gilt im folgenden immer der Abstand von Fadenmitte zu Fadenmitte. 
Die gefundenen Werte betrugen 0,3 bis 0,9, wobei der Schwerpunkt 
der Verteilung zwischen 0,4 und 0,64 lag. Die Beobachtungen wurden 
bei einer VergréBerung von 1400! und einer numerischen Apertur des 
Objektivs und der Beleuchtung von 1,4 gemacht. Brechungsindex des 

1 Bei Betrachtung der beigegebenen Mikrophotographien aus zirka 30 em 
Entfernung betrigt die Vergré8erung ebenfalls 1400. 
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EinschluBmittels Caedax = 1,52. Daraus ergibt sich nach der Formel 
von Berex (S. 368) fiir die Tiefe maximaler Schiarfe 0,5 

Die an einer groBen Zahl von kleinen Schrauben gemachten Beob- 
achtungen stimmen gut mit den theoretischen Ergebnissen tiberein: 

Abb. 27 zeigt Schrauben mit einem Durchmesser von 0,2 bis 0,3 u 
(nicht genau bestimmbar). Die Schrauben geben bei allen Fokusierungen 
innerhalb der Scharfentiefe dasselbe Bild (a < 7’; Text-Abb. 11). 

In Abb. 28 und 29 findet man Schrauben mit einem Durchmesser 
von 0,4 bis 0,54(a< T). Ihre Windungen lassen bei verschiedener 
Fokusierung ein Verhalten im Sinne von Text-Abb. 10 erkennen. Die 
Windungen sind stellenweise durchgehend verfolgbar. Daneben finden sich 
Schnitte durch-den oberen bzw. unteren Teil von Schraubenwindungen 
(besonders in Abb. 29; a = T =0,5m). In den Abb. 30 und 31 sind 
0,5 bis 0,6 « dicke Schrauben bei verschiedenen Fokusierungen dargestellt. 
Wahrend in Abb. 31 bei A noch die zuletzt beschriebene Erscheinung 
zu erkennen ist, zeigen die Schrauben an den iibrigen Stellen deutlich 
das Verhalten entsprechend dem Schema in Text-Abb.9 (a> T). Bei 
einer bestimmten Einstellung erscheinen hier Schnitte, die Punktreihen 
darstellen (Abb. 30a; Abb. 3lc, Schraube A). Genau gleich verhalten 
sich Schrauben mit einem Durchmesser > 0,6 yu. 

Fiir die Beobachtungen kleiner Schrauben bei verschiedenen Foku- 
sierungen ist auBer dem Auflésungsvermégen und der Schiarfentiefe 
noch die Farbungsintensitaét von Bedeutung. So sind die Schrauben- 
fiden nur dann innerhalb des ganzen maBgebenden Schiarfentiefen- 
bereiches deutlich sichtbar, wenn ihre Farbungsintensitat nicht zu gering 
ist. Kraftig gefirbte Faden sind anderseits auch auBerhalb des Scharfen- 
tiefenbereiches noch als verschwommene Streifen zu erkennen, waihrend 
schwacher gefirbte sich der Wahrnehmung vollstindig entziehen. Die 
Chromosomen in Abb. 31 zeigen deutlich dieses unterschiedliche Ver- 
halten. Liegt die Einstellebene in der Achse, resultieren bei der Schraube A 
zwei Punktreihen (Abb. 3lc). Die Schraubenfiden sind -hier schwach 
gefarbt. Die starker gefairbte Schraube B zeigt das Auftreten von Punkt- 
reihen nicht, obwohl die Windungen hier einen gréBeren Durchmesser 
aufweisen als in Chromosom A. 

Bei zu starker Farbung (C) kénnen ariddeciadtin eng gewundene Schrau- 
ben als homogene KG6rper erscheinen. 

Bis dahin sind Schrauben untersucht worden, deren Achse parallel 
zur Kinstellebene lag. Fiir die nachfolgende Priifung des Meta- und 
Anaphasechromosoms ist noch die Abbildung von Schrauben mit Achse 
senkrecht zur Einstellebene wichtig. Bei einem Schraubendurchmesser 
> 0,4 uv stellen optische Querschnitte Ringe dar (Abb. 33, 34; Schrauben- 
durchmesser 0,5 bis 0,64); bei einem Durchmesser < 0,4 beobachtet 
man Scheibchen. 
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KE-Priparate. Die Untersuchung der KE-Priaparate konnte nicht 
mit voller Beleuchtungsapertur erfolgen (siehe S. 370), es 14Bt sich deshalb 
die von BEREK angegebene Beziehung fiir die Schirfentiefe nicht direkt 
anwenden. Bei der Untersuchung der KE-Praparate (numerische Aper- 
tur = 1,25 bis 1,32, VergroBerung 1400, n) = 1,37, Abblendung 4/,) konnte 
jedoch kein Unterschied in der Scharfentiefe gegeniiber den Kristall- 
violett-Praiparaten festgestellt werden. Das in den Kristallviolett- 
Praparaten gefundene Verhalten der kleinen Schrauben bei verschiedenen 
Fokusierungen lieB sich in der gleichen Art auch in den KE-Praparaten 
nachweisen : 

In Abb. 25 sind Schrauben mit Durchmessern von 0,2 bis 0,4 zu 
erkennen (a < 7’). Abb. 32 zeigt eine Schraube von 0,5 bis 0,6 4 Durch- 
messer (a > 7’) bei vier aufeinanderfolgenden Einstellungen. Man ver- 
gleiche hierzu die mit Kristallviolett gefirbte Schraube A in Abb. 31 
und Schema in Text-Abb. 9. 

Die Untersuchung einer groBen Zahl von Chromosomen in der Pro- 
phase der zweiten meiotischen Teilung hat.ergeben, daB kleine Schrauben 
aller Dimensionen auch bei verschiedener Praparation eindeutig als 
solche erkennbar sind und daB sie bei genauer Beobachtung nicht mit 
andern Strukturen verwechselt werden kénnen.+ 

Eine weitere Methode zum Nachweis kleiner Schrauben mit Hilfe 
einseitig schiefer Beleuchtung wird spiter beschrieben (S. 384). 


D. Beweise gegen die Existenz eines Doppelwendelbaues der 
Chromosomen. 


1. Das Meta- und Anaphasechromosom in verschiedenen optischen Schnitten. 


Nachdem die GesetzmaBigkeiten in der Abbildung von kleinen 
Schrauben bekannt sind, soll das Meta- und Anaphasechromosom der 
ersten meiotischen Teilung auf die Existenz solcher Strukturen gepriift 
werden. 

Zuerst wird untersucht, ob die in der groBen Schraube des Chromosoms 
beobachteten ,,Doppelknétchen“ optische Schnitte durch Kleinschrauben sein 
k6nnen. 

Die ,,Knétchen“ zeigen gegeniiber verschiedenen Fokusierungen 
folgendes Verhalten: 

Innerhalb eines bestimmten Einstellbereiches (= Scharfentiefe) sind 
sie scharf abgebildet; auBerhalb dieses Bereiches werden sie mehr und 
mehr unscharf und entziehen sich schlieBlich der Wahrnehmung. Die 

1 In den Chromosomen der zweiten meiotischen Teilung konnten bei 
optimalem Quellungsgrad auch Chromomeren und ein Doppelbau des 
Schraubenfadens wie in den Chromosomen der ersten Teilung nachgewiesen 
pag Auf diese Beobachtungen soll jedoch hier nicht naher eingegangen 
werden. 
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Gestalt der ,,Knétchen“ und ihre Lage gegeniiber dem Schraubenfaden 
bleibt bei den verschiedenen Einstellungen immer dieselbe. Daraus folgt, 
daB es sich bei den ,,Knétchen“‘ nicht um Schraubenstrukturen handeln 
kann, sondern daB die ,,Kn6tchen‘‘ Chromomeren sein miissen. 

Die Abb. 24, 35, 36 und 39, in denen Chromosomen bei einer Anzahl 
aufeinanderfolgender optischer Schnitte mit konstanter Tiefendifferenz 
dargestellt sind, belegen diese Beobachtungen. 

Waren dagegen die ,,Knétchen“ optische Langsschnitte durch eine 
Kleinschraube, so miiBte im Mikroskop folgendes zu beobachten sein: 
Beim Verstellen des Tubus miiBte an Stelle von je zwei gegeniiber- 
liegenden ,,Knétchen“ ein einziger Streifen erscheinen und die Richtung 
dieser Streifen miiBte verschieden sein, je nachdem der Tubus gehoben 
oder gesenkt wird (vgl. Text-Abb. 9 und Abb. 31). 

Es ist gezeigt worden (S. 378), daB wegen der relativ groBen Scharfen- 
tiefe des Mikroskops kleine Schrauben nur dann in optischen Langs- 
schnitten als Punktreihen erscheinen kénnen, wenn der Schraubendurch- 
messer gréBer ist als die Scharfentiefe. Denkt man sich nun Kleinschrauben 
im Meta- oder Anaphasechromosom nochmals zu einer groBen Schraube 
aufgerollt (vgl. Drahtmodell in Text-Abb. 1), so findet man, daB bei 
irgendeiner Einstellung immer alle méglichen optischen Langsschnitte 
durch die Kleinschrauben auftreten miiBten: neben wenigen Punkte- 
paaren waren vor allem Querstreifen zu beobachten. 

Kleinschrauben mit einem Durchmesser von 0,4 bis 0,5 wiirden im 
Meta- und Anaphasechromosom bei einer bestimmten Einstellung stellen- 
weise als eine Folge von Streifen erscheinen, stellenweise ganz sichtbar 
sein (vgl. Text-Abb. 10). Ebenso miiBten alle Schrauben mit einem 
Durchmesser > 0,4 vollstandig sichtbar sein (Text-Abb. 11). 

Da im Meta- und Anaphasechromosom alle zuletzt genannten Er- 
scheinungen nicht beobachtet werden kénnen, ist die Existenz von 
Kleinschrauben ausgeschlossen. 

Da8 die Chromomeren in diesen Chromosomen nicht optische Schnitte 
durch Kleinschrauben sein kénnen, ergibt sich noch aus folgenden Beob- 
achtungstatsachen : 

Die GréBen der Chromomeren und ihre Abstinde i in der Fadenrichtung 
sind vielfach so unterschiedlich, da8 irgendeine Beziehung der Chromo- 
meren zu einer auch ganz unregelmaBigen Schraube nicht bestehen kann 
(vgl. z. B. Abb. 8, 13 unten, 35, 47c, 55c rechts auBen). 

Bei einer Einstellebene in der Achse des Chromosoms sind die 
Schraubenfaden im Querschnitt sichtbar. Sie zeigen sich als Punkte 
oder kurze Linien, wobei immer je zwei eng beisammen sind (‘Text-Abb. 12, 
Abb. 26, 49a). Waren Kleinschrauben vorhanden, so miBten in den 
Abb. 26 und 49a an Stelle von Doppelpunkten oder Doppellinien Ringe 
mit einem Durchmesser von 0,4 bis 0,5 4 auftreten. Da Schrauben mit 
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einem Durchmesser von 0,4 in Kristallviolett-Praparaten im optischen 
Querschnitt als Ringe erscheinen, ist 8S. 380 gezeigt worden. 

Aus diesen Beobachtungen geht wiederum hervor, da8 im Meta- und 
Anaphasechromosom zwei einfach geschraubte Chromatiden eng in- 
einander liegen. 

Kuwapa und Nakamura (1933) wollen zwar solche Ringe im Meta- 
phasechromosom beobachtet haben; ihre Aufnahmen zeigen jedoch nichts 

es. 

Aus der Anordnung der optischen Schnitte des Doppel- =" 
stranges (Text-Abb. 12) geht hervor, daB die gegenseitige 
Lage der zwei Chromatiden in bezug auf die Langsrichtung aa 
des Chromosoms wechselt. 

Diese Erscheinung steht im Einklang mit den oft 

sichtbaren Uberkreuzungen der Chromatiden (Text-Abb. 7, a. 
Abb. 10, 39a, 45a). Da8B die Chromatiden innerhalb 
jeder Schraubenwindung des meiotischen Metaphase- Meta- und Ana- 
chromosoms einmal umeinander gedreht sein miissen, ist soms. Einstell- 
die Voraussetzung fiir die freie Trennbarkeit der beiden der Ach- 
Chromatidenschrauben (KuwapaA, 1927). 

Der Chromomerenbau der Meta- und Anaphasechromosomen kann 
durch die Priparation verschieden entstellt sein. Dabei treten manchmal 
Kunstprodukte auf, die bei oberflaichlicher und kritikloser Untersuchung 
als Kleinschrauben gedeutet werden kénnen. So ist oft zu beobachten, 
da8B zwei homologe Chromomeren durch einen feinen Faden verbunden 
sind, was den EKindruck eines optischen Schnittes durch eine Schrauben- 
windung erwecken kénnte (vgl. besonders Abb. 57, ferner Abb. 9, 10, 13). 
Eine Anderung der Tiefeneinstellung zeigt jedoch, daB die Querfiden 
nicht einer Schraube angehéren kénnen. Diese verhalten sich naimlich 
gegeniiber verschiedenen Einstellungen genau wie die Chromomeren: sie 
lassen keine Lageveranderungen erkennen, wie dies bei optischen Schnitten 
durch Schraubenwindungen der Fall sein miiBte. Besonders aufschluB- 
reich ist der Vergleich mit ahnlichen Beobachtungen in der friihen Pro- 

phase der zweiten meiotischen Teilung. In Abb. 37 und 38 erkennt man 
zwei Faden, die nach der Bildmitte hin zusammenlaufen. Hier sind sie 
fast parallel und weisen Chromomeren an entsprechenden Stellen auf. 
Diese zeigen genau gleiche Querverbindungen wie die Chromomeren in 
Metaphasechromosomen z. B. in Abb. 9 und 13 (Leiterstruktur). Die- 
selben Erscheinungen sind manchmal auch an den gestreckten Chromatiden 
im Pachytinstadium zu beobachten (Abb. 40a). Entsprechende Ab- 
bildungen findet man in der cytologischen Literatur 6fters (z. B. Abb. 170 
von GELEI, in GrITLER, 1934). Im Meta- und Anaphasechromosom treten 
iibrigens solche Verbindungsfaden nicht nur zwischen den zwei entspre- 
chenden Chromatiden auf, sondern hie und da auch zwischen Chromatiden 


| 
| 


384 Fr. Ruch: 


benachbarter Windungen (Abb. 46c, oberes Chromosom). Ob es sich 
bei diesen Verbindungsfiden um ausgezogene Chromomerensubstanz 
oder um fibrillar verinderte Matrix handelt, konnte noch nicht festgestellt 
werden. 

Eine weitere, oft beobachtete Verainderung besteht in der Verklebung 
entsprechender Chromomeren zu einem einheitlich aussehenden Ko6rper- 
chen. Dieses erscheint meistens als ein quer zur Windungsrichtung 

‘der Chromatiden gestelltes, kurzes Staibchen (Abb. 3 bei B; Abb. 20; 
Abb. 39, unteres Chromosom; Abb. 58, 61, 63, 67). 

Mehrere solche dicht aufeinanderfolgende Stabchen kénnen manch- 
mal einer kleinen Schraube tiuschend ahnlich sein. Ganz besonders ist 
dies der Fall, wenn die Stabchen in verschiedenen Richtungen verlaufen, 
so da8 zickzackférmige Strukturen entstehen (Abb. 59, 62 bis 66). Unter- 
sucht man derartige Gebilde genauer, besonders mit verschiedenen 
Fokusierungen, so ist das Vorhandensein von kleinen Schrauben- 
windungen aber immer eindeutig auszuschlieBen (z. B. Abb. 39, unteres 
Chromosom). 

Kunstprodukte, wie sie hier beschrieben worden sind, treten besonders 
haufig nach Vorbehandlung der PMZ mit stark alkalischen Lésungen, 
wie Ammoniak, auf. Eine kritiklose Untersuchung solcher Kunstprodukte 
hat vor allem Anlafi zur Theorie des Doppelwendels gegeben. Ein Ver- 
gleich von Mikrophotographien der Literatur mit den Abb. 57 bis 67 auf 
Tafel III, in denen verschiedene Kunstprodukte dargestellt, sind, zeigt 
dies deutlich. 


2. Die Anwendung einseitig schiefer Beleuchtung. 


Mit dieser Beleuchtungsart wird, wie S. 367 erliutert worden ist, 
das gréBte Auflésungsvermégen erreicht. AuBerdem ist dabei eine 
kontrastreiche Abbildung auch solcher Strukturen méglich, die sich 
nur durch geringe Lichtabsorption, aber staérkerer Lichtbrechung (KE- 
Praparate) von ihrer Umgebung unterscheiden und deshalb bei einem weit 
gedffneten geraden Beleuchtungskegel schlecht sichtbar sind (vgl. S. 370). 


Eine Steigerung des Auflésungsvermégens und des Kontrastes tritt mit 
einseitig schiefer Beleuchtung nur in der Richtung des Lichteinfalls auf; 
fadenformige Strukturen an der Grenze des Auflisungsvermégens sind daher 
nur sichtbar, wenn sie senkrecht zum Lichteinfall stehen. Dieser Azimut- 
effekt erlaubt eine weitere Beweisfiihrung fiir die Richtigkeit der bisherigen 
Beobachtungen. Eine einfache Schraube und ein Doppelwendel miissen 
sich nimlich entsprechend dem Verlaufe ihrer Schraubenfiiden auch im 
Azimuteffekt unterscheiden. 


a) Die Abbildung von Doppelfiden mit Chromomeren mit einseitig 
schiefer Beleuchtung. Zur Untersuchung dienten die Chromosomen der 
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friihen ersten meiotischen Prophase (Pachytin) von Tradescantia. Die 
Ausstriche wurden mit KE fixiert und gefarbt. 

Die Chromatidenschleifen bilden bei T’radescantia in diesem Stadium 
einen dichten Kniuel, und es sind deshalb meistens nur kurze, aus dem 
Kern herausragende Stiicke derselben gut zu beobachten. Bei gerader 
Beleuchtung sind zwei eng beisammenliegende Faden meistens noch 
zu erkennen (Abb. 40a, Tafel II). Diese und auch ihre Chromomeren 
‘sind in den iiblichen KE-Praparaten sehr fein (eine Vorbehandlung mit 
Quellungsmitteln ‘ist in diesem Stadium nicht zweckmaBig, vgl. S. 366). 


A a 
(Pachytin) 
a 
Nleinschravben 
/Prophase der www 
2.Teilung) 
6 
Meta-und Ana- 
Terlung 


+ Text-Abb. 13. Schematische Darstellung der Wirkungsweise einseitig schiefer Beleuchtung. 


AuBerst schiefe Beleuchtung (Neigungswinkel der Beleuchtungs- 
strahlen = 1/, Offnungswinkel des Objektivs) mit enger Blende gibt 
folgende Effekte: 

Bei einem Lichteinfall senkrecht zum Pachytaénchromosom sind zwei 
Faden sehr gut sichtbar (Abb. 40b). Die Chromomeren erscheinen 
gegeniiber gerader Beleuchtung in der Fadenrichtung verlangert. Homo- 
loge Chromomeren sind deutlich voneinander getrennt. 

Bei einem zum Pachytiénchromosom parallelen Lichteinfall sind die 
zwei Faden nicht mehr oder nur schlecht aufgelést (Abb. 40 c). Die 
Chromomeren dagegen treten wiederum deutlich hervor. Diesmal er- 
scheinen sie quer zum Pachytanstrang gestreckt; ein Chromomerenpaar 
zeigt sich deshalb meistens als Stabchen. 

Zwischen den beiden gegensatzlichen Effekten treten bei kontinuier- 
licher Anderung der Lichteinfallsrichtung alle Ubergiinge auf. 
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Bei geringerer Neigung des Beleuchtungskegels wird das Auflésungs- 
vermégen und damit auch der Azimuteffekt kleiner. Betragt der Neigungs- 
winkel ein Viertel des Offnungswinkels des Objektivs, so sind zwei Faden 
bei jeder Beleuchtungsrichtung wahrnehmbar; doch besteht noch ein 
groBer Unterschied in Auflésung und Kontrast, je nachdem das Licht 
parallel oder senkrecht zum Chromosom einfallt. Die zweckmaBigste 
Neigung der beleuchtenden Strahlen muB von Fall zu Fall ausprobiert 
werden, da sie abhingig ist vom Trennungsabstand der Faden, deren 
Lage im Priparat sowie von der Lichtbrechung und Absorption. 

b) Die Abbildung von ‘kleinen Schrauben mit einseitig schiefer Be- 
leuchtung. Als Untersuchungsobjekt wurden wie friiher (8.379) Schrauben- 
chromosomen der Prophase der zweiten meiotischen Teilung gewahlt 
(Abb. 41 bis 43, Tafel IT). 

Die Richtung der Chromatiden in eng gewundenen Schrauben (kleiner 
Steigwinkel) dieser Chromosomen ist gegeniiber der Richtung der Chroma- 
tiden in Pachyténchromosomen nahezu um 90° verschieden. In bezug 
auf den Azimuteffekt miissen sich deshalb die beiden Chromosomen- 
arten bei gleicher Lage im Mikroskop gegensitzlich verhalten (vgl. B 
mit H und C mit F, in Text-Abb. 13). 

_ Bei maximal schiefer Beleuchtung erfolgt eine Abbildung der ge- 
schraubten Chromatiden nur bei einem zur Schraubenachse (d.h. zur 
Langsrichtung des Chromosoms) parallelen Lichteinfall (Text-Abb. 13, F; 
Abb. 42b, 43b, Tafel II). 

Eine Beleuchtung senkrecht dazu ergibt keine Auflésung der Schraube 
(Text-Abb. 13, H; Abb. 42c und 43c, Tafel II). 

Weniger geneigte Beleuchtungsstrahlen lassen eine Andeutung der 
Schraube auch im letzteren Falle erkennen (Abb. 41 c). 

_Schrauben mit groBem Steigwinkel lassen sich mit einseitig schiefer 
Beleuchtung gleich gut nachweisen wie solche mit kleinem Steigwinkel. 
Nur fallt hier die Lichteinfallsrichtung bei bester Abbildung der Faden 
nicht mit der Schraubenachse zusammen. 

ce) Die Untersuchung des Meta- und Anaphasechromosoms mit einseitig 
schiefer Beleuchtung. Werden die Meta- und Anaphasechromosomen in 
gleicher Weise mit einseitig schiefer Beleuchtung untersucht, wie vorhin 
die gestreckten Doppelchromatiden bzw. die kleinen Schrauben, so ist 
aus dem auftretenden Azimuteffekt eindeutig zu entscheiden, aus welcher 
dieser beiden Strukturarten die groBe Schraube des Meta- und Anaphase- 
chromosoms aufgebaut ist (Text-Abb. 13, G—I; Abb. 44 bis 46, Tafel IT, 
und Abb. 47 bis 54, Tafel ITI). 

Die Chromosomen zeigen folgendes Verhalten: Bei einseitig schiefer 
Beleuchtung parallel zur Liingsrichtung des Chromosoms sind zwei Chroma- 
tiden, wie im Pachytaénchromosom sichtbar, welche hier zu einer ein- 
fachen Schraube aufgerollt sind (Text-Abb. 13, H; Abb. 44b und d, 45c, 
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46b, 47b, 48b, 49b, 50c, 51 bis 54). Die Chromatiden und auch ihre 
Chromomeren erscheinen dabei feiner und schirfer als bei gerader Be- 
leuchtung (gerade Beleuchtung: Text-Abb. 13, G; Abb. a, 44 bis 50). 
Wird das Azimut der Beleuchtung geindert, so werden die Doppelfaden 
undeutlich und sind schlieBlich bei einem Lichteinfall senkrecht zum 
Chromosom meistens nicht mehr aufgelést (Text-Abb. 13,1; Abb.c, 44 
bis 49; Abb. 50d). Die Schraubenwindungen erscheinen als verschwom- 
mene Bander, in denen die Chromomeren oft deutlich zu erkennen sind. 

Nur in stark gequollenen Chromosomen oder bei geringer Neigung 
der Beleuchtungsstrahlen sind die zwei Faden gerade noch erkennbar 
(Abb. 44e und 47c). 

Die Untersuchungen mit einseitig schiefer Beleuchtung ergeben 
wiederum mit Sicherheit, daB in den Meta- und Anaphasechromosomen 
der ersten meiotischen Teilung Kleinschrauben nicht vorhanden sein 
k6énnen, daB aber diese Chromosomen aus zwei einfach geschraubten 
Chromatiden mit Chromomeren bestehen. 


3. Bemerkungen zu den polarisationsoptischen Untersuchungen von KuwaDA 
und NAKAMURA. 

Wie eingangs erwahnt worden ist, haben Kuwapa und NakAaMuRA 
(1934a) polarisationsoptische Untersuchungen zur Beweisfiihrung ihrer 
Theorie des Doppelwendelbaues herangezogen. 

Nach Behandlung der PMZ von T'radescantia mit Essigsiuredimpfen, 
nachheriger Fixierung mit abs. Alkohol, Aceton, Anilin oder Kreosot 
und Einschlu8 in Zedernél oder Kanadabalsam fanden sie die meiotischen 
Meta- und Anaphasechromosomen der ersten Teilung negativ, diejenigen 
der zweiten Teilung dagegen positiv doppelbrechend. Die Verfasser 
nahmen an, da8 der Schraubenfaden eine negative Eigendoppelbrechung 
besitze. Dabei stiitzten sie sich auf die von Scumipt (1932) gefundene 
Paralleleinlagerung der Nukleinséuremolekiile. Danach wiirden ihre 
polarisationsoptischen Ergebnisse mit den mikroskopisehen Beobachtungen 
eines Doppelwendels in der ersten meiotischen Teilung iibereinstimmen. 

BECKER (1938) wiederholte die polarisationsoptischen Untersuchungen 
Kuwapas und Naxkamuras und stellte dabei fest, daB das Vorzeichen 
der Doppelbrechung der Chromosomen von der Art der Fixierung ab- 
hingig ist, und daB sich die Chromosomen der ersten und zweiten 
meiotischen Teilung von T'radescantia gegeniiber einer bestimmten 
Fixierung gleich verhalten. 

Eigene Untersuchungen ergaben, daB Metaphasechromosomen der 
ersten meiotischen Teilung in PMZ von Tradescantia virginica nach 
Behandlung mit Essigsiuredimpfen, Fixierung mit abs. Alkohol und 
EinschluB in Kanadabalsam im gleichen Praparat sowohl positiv wie auch 
negativ doppelbrechend sein kénnen. 
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Neuere Ergebnisse iiber die Doppelbrechung der Nukleinsaéure (FRry- 
Wysstine, 1943, 1948) machen ferner die von Scumipt angegebene 
Paralleleinlagerung der Nukleinsiuremolekiile in das Chromonema un- 
wahrscheinlich. 

Ohne hier naher auf die verschiedenen polarisationsoptischen Unter- 
suchungen einzugehen, kann festgestellt werden, daB diese bis jetzt 
' keinerlei Aufschlu8 tiber die Art des Schraubenbaues der Chromosomen 
zu geben vermodgen. 


IV. Zusammenfassung und SehluB. 


1. Nach den sehr zahlreichen aus der cytologischen Literatur vor- 
liegenden Arbeiten besitzen die meiotischen Meta- und Anaphasechromo- 
somen einen Doppelwendelbau. 

2. Eigene Untersuchungen im Zusammenhang mit der Doppel- 
brechung der Chromosomen machten die Existenz einer solchen Struktur 
sehr unwahrscheinlich. Aus diesem Grunde wurde das Problem am 
klassischen Objekt der T'radescantia virginica eingehend studiert. 

3. Die Kleinheit und Empfindlichkeit der Strukturen verlangte 
besondere Untersuchungsmethoden: 

Lebenduntersuchungen von PMZ im Phasenkontrastmikroskop waren 
ausschlaggebend fiir alle weiteren Praparationsmethoden. Sie zeigten, 
daB eine schonende Vorbehandlung der PMZ vor ihrer Fixierung zu einer 
klaren Darstellung der Chromosomenstrukturen von groBter Wichtigkeit ist. 

PMZ-Ausstriche wurden in KE untersucht oder mit andern Mitteln 
fixiert, mit Kristallviolett gefirbt und zu Dauerpraiparaten. verarbeitet. 

Bei der Anwendung des Mikroskops wurde angestrebt, seine Leistungs- 
fahigkeit méglichst auszuniitzen. Alle wichtigen Beobachtungen wurden 
mikrophotographisch festgehalten (zirka 2500 Aufnahmen). 

4. Die Priifung eines sehr umfangreichen lebenden und fixierten Unter- 
suchungsmaterials lieB in Meta- und Anaphasechromosomen der ersten 
meiotischen Teilung den geforderten Doppelwendelbau nicht erkennen, 
dagegen wurden Chromatiden mit Chromomeren beobachtet, die eine einfache, 
groBe Schraube bilden. Im Metaphasechromosom sind im ganzen vier 
Chromatiden als Faden sichtbar; im Anaphasechromosom dagegen zwei 
Chromatiden, die aber ihrerseits bereits wieder in zwei Faden gespalten 
sind (Halbchromatiden). 

Die Richtigkeit dieser Beobachtung wurde bewiesen durch: 

a) das Verhalten der Chromatiden und Chromomeren in verschiedenen 
optischen Schnitten, mit spezieller Beriicksichtigung der Scharfentiefe 
des Mikroskops ; 

b) die Anwendung einseitig schiefer Beleuchtung, wobei das maximale 
Auflésungsvermégen und ein Azimuteffekt ausgeniitzt werden. 
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5. Der in der Literatur angegebene Doppelwendelbau wurde durch 
Untersuchung verschiedener Chromosomenartefakte zu erkliren versucht. 
Dabei zeigte sich, daB Verinderungen auftreten, die bei unsachgemaBer 
Untersuchung als Kleinschrauben gedeutet werden kénnen — best- 
mégliche Ausniitzung der optischen Hilfsmittel und vorsichtige Aus- 
wertung der Beobachtungen ergab aber, daB auch diese Kunstprodukte 
niemals mit einem Doppelwendel zu verwechseln sind. 

6. Mit vorliegender Arbeit ist eindeutig bewiesen, daB ein Doppel- 
wendelbau, wie er fiir die meiotischen Chromosomen von Tradescantia 
bisher beschrieben worden ist, nicht existiert, da&S dagegen in der ein- 
fachen Schraube Chromomeren wie in der friihen Prophase der ersten 
meiotischen Teilung vorhanden sind, die bei anderen Autoren zur Theorie 
des Doppelwendelbaues AnlaB gaben. 


Die vorliegende Arbeit wurde unter der Leitung von Herrn Prof. Dr. 
A. Frey-Wysstine im Pflanzenphysiologischen Institut der Eidg. Techn. 
Hochschule in Zirich ausgefiihrt. Meinem hochverehrten Lehrer sei an dieser 
Stelle fiir seine vielseitigen Anregungen und Unterstiitzungen herzlich 
gedankt. Weiter bin ich Herrn Prof. Dr. J. SEILER, Vorsteher des Zoologischen 
Institutes der Eidg. Techn. Hochschule, fir seine wertvollen Ratschlage 
zu groBem Dank verpflichtet. 
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Tafel I. 
Pollenmutterzellen von T'radescantia virginica L. 
Meta- und Anaphasechromosomen der ersten meiotischen Teilung. 


Abb. 1-13. Metaphasech Karminessigsiure. 

Abb. 14 u. 15. Anaph h Karminessigsiure. 

Abb. 16—24. Metaphasech NAWASCHIN-Fixierung, Kristallviolett-Farbung. 
Vorbehandlung: 


Abb. 1. McILVAINE-Puffer py 5,6, 15 Min. 

Abb. 2—4. Keine Vorbehandlung. 

Abb. 7. McInvatne-Puffer py 5,4, 40 Min. 

Abb. 8, 9, 12, 16, 18—21, 24. Phosphat-Puffer pq 8, 15—20 Min. 
Abb. 5, 6, 10, 13—15, 17, 22, 23. 0,01 m 1/,—2 Min. 

Abb. 11. 0,1% KCN, 1 Min. 


Abb. 11. Phasenkontrast. 
Abb. 18—21, 24. Zentralblende im Beleucht 
Abb. 24. Fiinf aufeinanderfolgende Fokusierungen mit einem Tiefenunterschied von je 0,3 yu. 


+ 


VergréBerung: 
Abb. 1. 800. Abb. 22 u. 23. 1000. 
Abb. 11. 1300. Ubrige Abbildungen 1600. 
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Tafel IT. 
Pollenmutterzellen von Tradescantia virginica L. 


Abb. 25, 27—32. Schraubench der Prophase der zweiten meiotischen Teilung bei verschie- 
denen Fokusierungen. Tiefenunte zwischen den aufei derfolgenden Fokusierungen 
in Abb. 27 u. 28 = 0,34, in Abb. 31 u. 32 = 0,24. 


Abb. 26. Metaphasechromosom der ersten Teilung. Einstellebene in der Achse des Chromosoms. 


Abb. 33 u. 34. Schraubench der Prophase der zweiten meiotischen Teilung in optischen 
Querschnitten. Ringe, mit Pfeil markiert. 


Abb. 37 u. 38. Gestreckte Fiden mit Chromomeren in der Prophase der zweiten meiotischen Teilung. 


Abb. 35, 36, 39. Metaph h der ersten meiotischen Teilung bei verschiedenen Foku- 
; sierungen. Tiefenunterschied zwischen den aufei derfolgenden Fokusierungen in Abb. 35 = 
= 0,44, in Abb. 36 u. 39 = 0,3 uw. 


Abb. 40. Chromosomen in der Prophase der ersten meiotischen Teilung (Pachytin) bei gerader und 
einseitig schiefer Beleuchtung (——>). 


Abb. 41—43. Schraubench der Prophase der zweiten meiotischen Teilung bei gerader und 
einseitig schiefer Beleuchtung (——>). 
Abb. 44—46. Metaphasech der ersten meiotischen Teilung bei gerader und einseitig 


schiefer Beleuchtung (——»). 


Vorbehandlung : 
Abb. 25, 27—34, 37, 38, 41, 0,01 m 1/,—2 Min. 
Abb. 26, 35, 36, 39, 43—45. Phosphat-Puffer pq 8, 15—20 Min. 
Abb. 40. Keine Vorbehandlung. 
Abb. 46. 0,1 m KCNS, 5 Min. 


Fixierung und Fiarbung: 
Abb. 25, 32, 35, 40—46. Karminessigsiure. 


Abb. 26—31, 33, 34, 36—39. Kristallviolett-Firbung. NAWASCHIN-Fixierung; Abb. 27 u. 28 
Fixierung nach FLEMMING-BENDA. 


Abb. 26, 33, 34, 36, 39. Zentralblende im Beleuchtr t 


==> Doppelpfeil gibt die Richtung der einseitig schiefen Beleuchtung an. 


VergréBerung: 1600. 
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Abb. 


Abb. 


Abb. 
Abb. 
Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Abb. 


Tafel IIT. 
Pollenmutterzellen von Tradescantia virginica L. 
47—50. Metaph h der ersten meiotischen Teilung bei gerader und einseitig 


schiefer Beleuchtung (=>). 


50 zeigt die Wirkungsweise von gerader Beleuchtung mit voller Beleuchtungsapertur (a), mit 
Zentralblende (b) und von einseitig schiefer Beleuchtung (c und d). 


51—54. Anaph h ymen der ersten Teilung bei einseitig schiefer Beleuchtung. 


h h 


55. Vollstindig abgewickelte Doppelfiiden von Anap der ersten Teilung. 
56. Desgl. Doppelfiiden vollstindig getrennt. Chromomeren gut sichtbar. 


57—67. Meta- und Anaph h der ersten meiotischen Teilung mit Artefakten, die 
Kleinschrauben vortiuschen. 


68—71. Frische PMZ in 3%iger Rohrzuckerlésung. Metaph hr der ersten Teilung; 
beginnende Quellung. Phasenkontrast. 


72. Lebende PMZ in Paraffinél. Metaph hromosom der ersten Teilung. Phasenkontrast. 


Vorbehandlung: 

47—51, 55. Phosphat-Puffer pq 8, 15 Min. 
52—54, 56, 62—67. 0,01 m NHz;, 2 Min. 

57. 0,1% KCN, 1 Min. 

58—60. McILVAINE-Puffer py 6,6, 5—15 Min. 
61. McILVAINE-Puffer pq 5,6, 15 Min. 


Fixierung und Firbung: 


47—53, 55, 56, 62—67. Kristallviolett-Farbung. NAWASCHIN-Fixierung. Abb. 55. Fixierung 
nach FLEMMING-BENDA. 


54, 57—61. Karminessigsiure. 


==» Doppelpfeil gibt die Richtung der einseitig schiefen Beleuchtung an. 


Abb. 
Abb. 


VergréBerung: 
47—56, 62—67. 1600. Abb. 68. 1000. 
57-61, 71, 72. 1200. Abb. 69 und 70. 800. 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Freiburg im Breisgau.) 


UNTERSUCHUNGEN UBER DIE CYTOLOGIE POLYPLOIDER 
PFLANZEN 


Von 


GeRTRUD LINNERT. 
Mit 24 Textabbildungen. 
(Hingegangen am 15. Februar 1949.) 


A. Einleitung. 


Der erste Teil dieser Arbeit enthielt die Untersuchung des meiotischen 
Verhaltens artifiziell hergestellter Tetraploider. Da aber die Problem- 
stellung unseres ganzen Vorhabens besonders auf die regulativen Vor- 
gainge bei dem Paarungsmechanismus der Chromosomen wiahrend des 
Uberganges von Quadrivalent- zu Bivalentpaarung abzielte, so war 
zum Vergleich auch nahere Kenntnis einer alten natiirlichen Polyploiden 
wiinschenswert. Darum werden nun im folgenden die Arten der Gattung 
Digitalis als Endprodukte einer sehr lange zuriickliegenden natiirlichen 
Selektion den frisch hergestellten tetraploiden Oenotheren des ersten Teils 
gegeniibergestellt. Bei Digitalis ist das Vorkommen von Multivalenten, 
ferner Autosynthese bei Bastarden, schon lange bekannt (HaasE-BESSELL, 
1916, Buxton and Newton, 1928). Es fehlte aber bis jetzt noch eine 
quantitative Analyse sowie eine eingehendere Betrachtung der friihen 
Stadien der Meiosis, vor allem des Pachytins. In der Tat haben sich 
hier einige Besonderheiten des Verhaltens auffinden lassen. Freilich ist 
die Ausdeutung der Befunde, wie das stets bei spontanen Polyploiden 
mit unbekanntem Ursprung der Fall sein muB, dadurch begrenzt, daB 
wir nichts iiber Struktur und Aufbau der Ausgangsgenome wissen. 
Uberraschend war die Eignung des Materials trotz der hohen Chromo- 
somenzahlen zur rein ‘cytologischen Darstellung’ mit moderner Technik 
und ist darum als Paradigma bedeutungsvoll. Darum wurde der voll. 
standige Stadienablauf in Mikrophotographien reproduziert. 


1 Zeciter Teil einer Dissertation der nat.-math. Fakultaét der Universitat 
Freiburg im Breisgau. Vgl. S. 328, 8, 4. Heft. ; 
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B. Material und Methode. 


Wir wahlten als Versuchsobjekte die einheimischen Arten der Gattung 
Digitalis, D. purpurea, D. ambigua und D. lutea, wobei wir uns bemiihten, 
jeweils mehrere Formen verschiedener Herkunft zu erhalten, um méglicher- 
weise Varianten als solche feststellen zu konnen. Aus diesem Grunde wahlten 
wir von D. purpurea zwei Wildformen von verschiedenen Standorten im 
Schwarzwald, eine vom Schauinsland und eine aus der Gegend von St. 
Margen, sowie eine Form aus dem Freiburger Botanischen Garien. Alle 
drei haben » = 28 Chromosomen. Von D. ambigua stand uns eine Wildform 
aus dem Schwarzwald und eine Gartenform zur Verfiigung, beide mit 
” = 28 Chromosomen; die Wildform von D. lutea wie die Gartenformen 
aus Freiburg bzw. Basel besaBen alle die Chromosomenzahl n = 56. 

Die Préparation erfolgte nach der Karmin-Quetschmethode. Die Knospen 
wurden in Carnoyschem Gemisch fixiert und bei Bedarf in Fe-haltiger Essig- 
karminlésung gefarbt. Die Farbung vollzieht sich sehr langsam (mindestens 
drei Wochen) und gelingt nur in flachen Petrischalen, die nicht zu viele 
Knospen enthalten dirfen. 

Optik: Binokulares Stativ SerBErtT. Apochromat 100 mal, Okular 15 mal. 

Mikrophotographische Einrichtung: Zxr1ss, Zeissscher Zeichenapparat. 


C. Untersuchungen. 
1. Der Ablauf der Meiosis. 


Fiir die Darstellung der Formwechsel- und Bewegungsvorgiinge der 
Chromosomen wihrend der Meiosis ergab sich zunachst die Notwendig- 
keit, die aufgefundenen Erscheinungsformen zu seriieren, und dann aus 
dem kontinuierlichen Ablauf die charakteristischen Stadien herauszu- 
stellen. Da die Karmintechnik noch verhaltnismaBig jung ist, existieren 
nur wenige vollstandige Beschreibungen der Meiosis heterochromatischer 
Objekte, die uns als Vorbilder dienen konnten. Die Untersuchung der 
Meiosis von Oenotheren (MarquarpT, 1937) leidet unter der Fixierungs- 
labilitat der Kerne wahrend eines groBen Teiles des Ablaufs; der Meiosis- 
ablauf bei Streptocarpus (OEHLKERS, 1944) aber laBt sich gut mit Digitalis 
vergleichen. 

Die Anhaltspunkte fiir die recht schwierige Seriierung der Stadien 
sind einmal die AntherengréBe, sodann das Nebeneinander verschiedener 
Zustande in derselben Anthere bzw. Knospe, und schlieBlich der Ver- 
gleich mit Oenothera und Streptocarpus. Bei der Auswertung und Inter- 
pretation wurde unserer besonderen Aufgabe entsprechend stets darauf 
geachtet, in welcher Weise die Chromosomenpaarung vor sich geht, 
zwischen welchen Elementen und in welcher zeitlichen Aufeinanderfolge 
sie abliuft. Da Digitalis ebenso wie Oenothera ein Objekt mit partiell 
heterochromatischen Chromosomen ist, so ergibt sich die Méglichkeit, 
das Verhalten von Euchromatin und Heterochromatin miteinander zu 
vergleichen und auch Anhaltspunkte fiir das Verhalten der Chromo- 
somen in Stadien aufzufinden, in denen euchromatische Chromosomen 
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unsichtbar sind. Bei den drei Arten D. purpurea, D. ambigua und D. lutea 
volizieht sich der Ablauf der Meiosis in gleicher Weise. In unserer Dar- 
stellung wird allein die Meiosis von D. purpurea als Beispiel gezeigt; 
sie zeichnet sich nimlich vor den anderen Formen durch besonders starke 
Heterochromasie und durch ein besonderes Verhalten der Nukleolen- 
chromosomen aus. 

a) Der Ruhekern. 


Der Ruhekern (Abb. 1) besteht aus einem feinen Fadengewirr, in dem 
dunkle heterochromatische Chromozentren liegen, etwas weniger als 
die diploide Chromoso- 
menzahl. Die meisten von _ 
ihnen lassen Zweiteiligkeit 
erkennen. In jeder Zelle 
finden sich ein oder zwei : 
Nukleolen, an die stets 
zwei bis vier durch be- 
sondere GréBe auffallende 
Chromozentren angeheftet 
sind; von diesen gehen viel- 
fach parallele euchromati- 
sche Fiiden aus, wie sie sonst 
in diesem Kernzustand 
nicht sichtbar sind. Zahl, . 
Gestalt und GréBe der hete- Abb. 1. D. ——: eee mit Chromo- 
rochromatischen Chromo 
zentren stellen Anhaltspunkte fiir das Verhalten der nicht sichtbaren, ent- 
spiralisierten Chromosomen dar, und man kann daraus schlieBen, daB hier 
ungepaarte Einzelchromosomen vorliegen. Die Zweiteiligkeit der Chromo. 
zentren kénnte bedeuten, daB der Lingsspalt aktiv geworden ist, doch wird 
spater zu zeigen sein, daB es sich wahrscheinlich um eine Faltung handelt. 
Die dem Nucleolus anliegenden Chromozentren sind die Mittelstiicke 
der Nukleolenchromosomen; ihre besondere GréBe, die in ihrer Nahe 
deutlichen parallelen euchromatischen Faden und auch ihre Zahl machen 
es wahrscheinlich, daB hier jeweils 2—4 heterochromatische Mittelstiicke 
von Chromosomen eine engere und nicht zufiallige Paarung eingegangen 
sind. 


b) De- und Rekondensation. 


Das nichste Stadium (Abb. 2) zeigt eine Auflockerung des Hetero- 
chromatins, wihrend das Euchromatin dichter und fadiger wird. Wir 
kénnen diesen Zustand im Anschlu8 an den Vorschlag von MaRQuaRDT 
(1937) als ,,Dekondensation‘‘ bezeichnen, und ebenso stellt das nun 
folgende Stadium (Abb. 3) so wie bei Oenothera eine ,,Rekondensation™ 
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des Heterochromatins dar. Diese beiden Erscheinungen der De- und 
Rekondensation sind nach Herrz (1929 und 1932) als Entspiralisation : 


Abb. 2. D. purpurea, Garte1iform, Dekondensation, Heterochromatin und Euchromatin fast im 
gleichen Zustand. Vergr. 2300mal. 


und Neuspiralisation des Heterochromatins aufzufassen. Gleichzeitig 
mit der Rekondensation des Heterochromatins geht die deutliche Aus- 


Abb. 3. D. purpurea, St. Miirgen, Rekondensation. Vergr. 2300mal. 


bildung euchromatischer Faden, und weiterhin eine VergréRerung und 
eine Zustandsinderung des Kerns vor sich; letztere wirkt so, daB sich 
Kerne dieser Stadien in den fixierten Zellen breit auseinanderdriicken 
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lassen. Die Zahl der Chromozentren ist noch immer unverandert, dagegen 
ist ihre Form nun langgestreckt. An manchen sieht man jetzt deutlich, 
daB sie an der Insertionsstelle geknickt sind, so daB die beiden Schenkel 
nach einer Richtung verlaufen. Diese Faltung, vermutlich die Telophase- 
stellung der vorausgegangenen Mitose, entspricht der scheinbaren Zwei- 
teiligkeit der Chromozentren im Ruhekern. Die den Nukleolen an- 
liegenden Chromozentren sind wieder besonders groB, diese und auch 


Abb. 4. D. purpurea, Gartenform, Chromosomen ungepaart, Heterochromatin langgestreckt 
Nukleolench n zu vieren gepaart. Vergr. 2300mal. 


da und dort einige der iibrigen Chromozentren scheinen schon gepaart 
zu sein, waihrend der gréBere Teil von ihnen ungepaart ist. Dieses Stadium - 
leitet direkt zum Leptotiin iiber. 


c) Leptotdn. 


Wir sehen nun sehr deutlich einzelne Chromosomenfaden mit langen, 
diimnen heterochromatischen Teilen. Die Paarung der heterochromatischen 
Abschnitte der Nukleolenchromosomen ist nun einwandfrei zu sehen, es 
lassen sich in unserer Abb. 4 zwei Gruppen unterscheiden, an denen je zwei 
Chromosomen beteiligt sind, und eine offenbar aus vier Chromozentren be- 
stehende, von der sich zum Nucleolus hin vier euchromatische Faden 
erstrecken. Diese Anordnung ist aber keineswegs festgelegt, sondern, wie die 
Analyse einer gréBeren Zahl von Zellen zeigt, variiert Zahl und GréBe der 
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ausgezeichneten Nukleolenchromosomen innerhalb gewisser Grenzen: sehr 
oft sind vier solche Komplexe erkennbar, oft sind es weniger, ebenso 
wie im Ruhekern. | 

d) Das Zygotin. 

Die Paarung der bisher noch einzelnen Chromosomenfiden ist 
wiederum mit einer Zustandsinderung des Kerns verbunden: es ist nun 
wieder schwieriger, ihn, breit auseinanderzulegen. Abb. 5 zeigt dieses 
Verhalten am Beginn. Wir sehen hier allenthalben parallel laufende 
Faden, das Heterochromatin ist etwas verquollen und wirkt unscharf. 
Die Nukleolenchromosomen heben sich lediglich als Anhéufung hetero- 


fem. 
> 
Abb. 5. D. purpurea, Gartenform, Zygotiin, Abb. 6. D. purpurea, Schauinsland, Pachytin I 
Chromosomen parallellaufend. Vergr. 2300mal. fixierungslabiles Stadium. Vergr. 2300mal. 


chromatischer Schollen heraus. In weiter fortgeschrittenen Zellen ist 
der Verlauf einzelner Chromosomen nicht mehr zu erkennen, die Kerne 
wirken auch in unseren Quetschpraparaten klein und rund. Doch besteht 
kein Zweifel, daB sich die Paarung der Chromosomen in ihrer ganzen 
Lange hier vollzieht. Auffallend sind die merkwiirdig geformten hetero- 
chromatischen Teile der Chromosomen am Nucleolus (Abb. 6). 


e) Das Pachytén. 


Beginn und’ Ablauf des Pachytiéns sind durch weitere Zustands- 
anderungen der Kerne wie der Chromosomen ausgezeichnet: der Anfang 
volizieht sich in einem Kernzustand, in dem nur undurchdringliche 
Chromosomenkniauel zu erkennen sind. Spater lést sich dieses Gewirr 
in Einzelfaden auf, nachdem sich die Kerne wieder auseinanderpressen 
lassen. Die nunmehr erscheinenden Faden stellen Doppelchromosomen 
dar: die Chromosomenpaarung ist also vollzogen! Diese gepaarten Chromo- 
somen erfahren im weiteren Verlauf eine deutliche Verlangerung, wobei 
sich die erst kurzen und dicken heterochromatischen Teile strecken und 


in einzelne ,,Chromome- 


ren“ mit dazwischenlie- 
genden blassen Segmenten 
aufgliedern (Abb.7 und 8). 

Die Gestalt der Chro- 
mosomen ist im spiaten 
Pachytién am deutlich- 
sten. Es zeigt sich, daB 
alle Chromosomen auf bei- 
den Seiten von der Inser- 
tionsstelle ein oder meh- 
rere heterochromatische 
Chromomeren _besitzen, 
sofern man heute iiber- 
haupt noch von Chromo- 
meren reden kann. Ge- 
meint sind damit hetero- 
chromatische Abschnitte 
im Verlauf des Chromoso- 
menfadens. Daran schlieBt 
sich ein langerer euchro- 
matischer Abschnitt, der 
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Abb. 7. D. purpurea, St. Miirgen, Pachytiin Il, Heterochro- 
matinpaarung, drei Vierergruppen und eine Sechsergruppe von 
Chromosomen, Nukleol mit einigen anderen 


verklebt. Vergr. 2300mal. 


Abb, 38. D. purpurea, Gartenform, ‘Pachytain III, Chromosomenpaare Vergr. 2300mal. 


oft mit einem dunklen heterochromatischen Knopf abschlieBt. Diese 
Gestalt ist leider so einheitlich, daB es nicht méglich war, die einzelnen 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 5. 
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Chromosomen zu. identifizieren. Ein einziges Paar wurde sowohl bei 
D. purpurea wie bei D. ambigua gefunden, dessen Struktur charakteristisch 
ist: es besitzt einen kurzen Schenkel mit knopfartigem Heterochromatin 
und einen langen, normal gestalteten Schenkel (Abb. 9). 

Aus den wahrend des Paarungs- 
vorganges verkniuelten Kernen 
lésen sich als erste die euchromati- 
schen Chromosomenteile heraus, das 
Heterochromatin bleibt zunichst 
noch dicht zusammen. Bei der Auf- 
lockerung dieses Zustandes fiallt es 
auf, daB sehr oft zwei Bivalente in 
der Mitte aneinander hangen bleiben ; 
der weitere Verlauf des Pachytins 
lehrt aber, daB diese Paare von 


Abb. 9. D. purpurea, Schauinsland, Pachytin, Abb. 13. D. purpurea, Pachytiin, lagemiiBige 

Bivalent mit einem kurzen knopfférmigen und Zuordnung zweier Bivalente. Vergr. 3500mal. 
einem langen Schenkel. Vergr. 2300mal. 

Abb. 10. D. purpurea, Pachytin, lagemiBige 

Zuordnung von Teilen zweier Bivalente. Verer. Bivalenten in zwei Gruppen zer- 


: sole bei denen i 

Abb. 11 und 12. Quadrivalente mit Partner- allen: die 
wechsel. Vergr. 2300mal. Verbindung vollstandig lost, wobei 


aber eine Parallellagerung beibe- 
halten werden kann (Abb. 10 und 13), und Vierergruppen von 
Chromosomen, die einen Partnerwechsel vollzogen haben (Abb. 11, 
12, 14). Leider stéBt die quantitative Erfassung gerade des Partner- 
wechsels auf erhebliche Schwierigkeiten; denn bei der hohen Chromo- 
somenzahl ist es nicht méglich, eine hinreichende Anzahl von Zellen 
vollstandig zu entwirren. Eine Reihe einzelner Partnerwechsel-Figuren 
konnte gezeichnet oder photographiert werden (Abb. 11, 12, 14) und dabei 
zeigte sich einige Mannigfaltigkeit der Erscheinungsform. Partnerwechsel 
erfolgt meistens in der Mitte der Chromosomen, bald unmittelbar an den 
Insertionsstellen, bald dicht hinter den heterochromatischen Chromomeren. 
Nur einmal wurde er im Euchromatin in der Nahe der Chromosomen- 
enden beobachtet. Aus der Zahl und GréBe der Chromomeren solcher 
Partnerwechselfiguren ergibt sich, daB mindestens zwei Chromosomen- 
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gruppen Quadrivalente bilden: eine mit je einem Makrochromomer rechts 
und links der Insertionsstelle, und eine mit je zwei kleineren hetero- 
chromatischen Segmenten auf beiden Schenkeln. Leider l4Bt sich nicht 
genauer bestimmen, welche und wieviele der Chromosomen zu Partner- 


Abb. 14. Pa:tnerwechselfiguren. Vergr. 3500mal. 


wechsel befahigt sind, da die iibrigen Chromosomen von Digitalis einander 
sehr ahnlich sind. 

Besondere Beachtung verdienen die Verhiltnisse, die sich bei den 
Chromosomen finden, die dem Nucleolus anliegen. Wie spiter gezeigt 
wird, geht aus den Diakinesefiguren hervor, daB es sich dabei um acht 
Chromosomen handelt, die mindestens teilweise untereinander homolog 


Abb. 15 und 16. D. purpurea, Pachytiin, Nukleolench Vergr. 3500mal. 


sein miissen, obwohl sie gestaltlich in zwei unterscheidbare Gruppen zer- 
fallen: zwei Paare haben je einen knopfférmigen Schenkel und einen 
normal gestalteten, zwei andere Paare haben je zwei lingere Schenkel, 
zeichnen sich aber durch besonders starke Heterochromasie aus (Abb. 15). 
Da sie aber untereinander, wie ebenfalls die Diakinese zeigen wird, die 
verschiedensten Konjugationsanordnungen bilden, ist es erklirlich, daB 
die zugehérigen Pachytanfiguren vielfach nicht analysierbar sind. Oft 
.und recht auffallend fand sich eine Figur, bei der die heterochromatischen 
Schenkel von zwei Bivalenten miteinander zu einem einzigen K6rper 
verschmolzen saugnapfartig am Nucleolus hingen (Abb. 16). Hier sind 
also nicht zwei, sondern vier Chromosomen gepaart. Nun ist nicht anzu- 
28* 
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nehmen, daB es sich dabei um einen anderen als den normalen Paarungs- 
modus handelt, das geschilderte Bild ist auch als Partnerwechselfigur 
zu deuten, bei der die vier heterochromatischen Chromomeren, ahnlich 
wie im Zygotan, sich sehr dicht aneinandergelegt haben. Die Gestalt 
der Nukleolenchromosomen stimmt mit der des einzigen identifizierbaren 
Bivalents unter den iibrigen Chromosomen iiberein; es ist nicht ausge- 
schlossen, daB es sich bei letzterem um Nukleolenchromosomen handelt, 
die sich in der betreffenden Zelle vom Nucleolus gelést haben. 


Abb. 17. D. purpurea, friihes Diplotin. Vergr. 2300mal. 


f) Das Diplotén. 


Im Anschlu8 an das spite Pachytan, oftmals in demselben Priaparat, 
tritt zwischen den gepaarten Chromosomen ein Spalt auf, der meist 
dort beginnt, wo Eu- und Heterochromatin zusammenstoBen, und sich 
iiber die ganze Linge hin fortsetzt (Abb. 17). Am langsten bleiben die 
Insertionsstellen zusammen, so daB die heterochromatischen Chromosomen- 
teile an der Insertionsstelle einander genahert sind, an der Seite, die an 
das Euchromatin grenzt, klaffen sie auseinander. Die sich trennenden 
Faden sind mehrmals umeinander geschlungen, doch sind die Chiasmen 
wegen der Feinheit der Faden nicht erkennbar. Das Auseinandergehen 
der gepaarten Chromosomen erfolgt ziemlich gleichzeitig in allen Bi- 
valenten einer Zelle. Im Anschlu8 daran ist der einheitliche Pachytan- 
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faden in zwei halb so dicke Diplotanfaden gespalten, die an der Insertions- 
stelle und an den Orten der Umschlingung zusammenhangen. Unmittelbar 
darauf beginnt der zweite, fiir das Diplotain charakteristische Vorgang, 
eine starke Kontraktion der Einzelfiden. In einem Bivalent der Abb. 17, 
das kiirzer und dicker erscheint als die iibrigen, sieht man bereits den 
Beginn: hier haben sich auch schon die Insertionsstellen voneinander 
gelést. Die Heterochromatin-Ansammlungen am Nucleolus, die im 
Pachytan auffielen, bleiben auch im Diplotan erhalten. 


Abb. 18. D. purpurea, Gartenform,. Diakinese, ein Hexavalent auf dem Nucleolus und ein Quadri- 
valent. Vergr. 2300mal. 


g) Die Diakinese. 

Fortschreitende Kontraktion der Chromosomen und gleichzeitige 
Terminalisation der Chiasmen fiihren zum Stadium der Diakinese mit sehr 
kurzen Chromosomen, die nur noch durch Endchiasmen miteinander 
verbunden sind (Abb. 18). In Art und Haufigkeit der dadurch gebildeten 
Konfigurationen unterscheiden sich die drei Arten von Digitalis unter- 
einander, diese sollen dechalb- gesondert betrachtet werden. 


h) Anaphase und zweite Teilung. 


ag Endstadien der Meiosis. bieten. keine Besonderheiten. Weitere 
Kontraktion, Metaphasenplatte, Anaphasenwanderung der Chromosomen 
sind vdllig normal. Die Auflésung des Nucleolus vollzieht sich etwas 
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Abb. 19. D. purpurea, St. Margen, friihe Metaphase, Auflésung des Nucleolus, secondary pairing. 
Vergr. 2300mal. : 


ungewohnlich: er zerfallt in kleine Trépfchen, die wihrend der Interkinese 
frei im Plasma herumliegen (Abb. 19 und 20). 


Unter 60 ausgezihlten Ana- 
phasen fand sich keine Fehlvertei- 
lung; einmal wurde an jedem Pol 
ein Chromosomenpaar gefunden, das 
an den Enden noch zusammenhing. 
Beide Paare lagen sich gegeniiber 
und diirften aus einem Quadrivalent 
hervorgegangen sein. In der Telo- 
phase lockern sich die Kerne auf, 
a die Chromozentren bleiben aber 
ar, groBer und lockerer als im gewohn- 
lichen Ruhekern, ihre Zahl ist nicht 
¢ 4 . _ tibersehbar. Nach der ersten Teilung 
a folgt sehr schnell die zweite, die vier 
: Tetradenzellen bilden sich zu Pollen- 
Abb. 20. D. ambigua, Gartenform, Anaphase1, k6rnern aus, und der Pollen simt- 
junge Kerne mit beginnender Neubildungeines  licher Digitalisarten ist gleichmabig 


Nucleolus, Reste des aiten im Zellraum. Vergr. 
1200mal. und gesund. 
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2. Die Konfigurationen der Diakinese. 


Die im Pachytin gebildeten Chiasmen manifestieren sich in gesetz- 
mafBiger Weise als Endbindungen zwischen den Chromosomen der Dia- 
kinese, wobei je nach ihrer Lage auf den Chromosomen und eventuellem 


Partnerwechsel spezifische 
Diakinesefiguren entstehen 
(Linnert, 1948). Nun ist es 
aber viel leichter, die Paa- 
rungsverhaltnisse an Hand 
der Diakinese zu_ unter- 
suchen, weil hier die Chromo- 
somen kiirzer und deshalb 
iibersichtlicher sind; so ge- 
lang es, die Multivalent- und 
Chiasmenbildung der drei 
untersuchten Arten quanti- 
tativ miteinander zu_ ver- 
gleichen. Auch die Paarungs- 
weise der Nukleolenchromo- 
somen konnte nach den 


Diakinesebildern klargestellt 


werden. 


D. purpurea bildet neben 
zahlreichen Bivalenten in 
22°, der Zellen ein Quadri- 
valent, in 2% der Zellen 
zwei Quadrivalente. Der 
Anteil der Quadrivalente ist 
also sehr gering. Maximal 
kommen in einer Zelle drei 
Quadri- bzw.  Trivalente 
gleichzeitig vor; so sind also 
mindestens drei Vierergrup- 
pen zu Partnerwechsel be- 


Abb, 23. 


Abb. 21. D. purpurea, Schauinsland, Hexavalent. Vergr. 


2300mal. 


Abb. 22. D. purpurea, Schauinsland, Hexavalent + Bi- 


valent. Vergr. 2300mal. - 


Abb. 23. D. purpurea, Schauinsland, Oktovalent, Achter- 


kette. Vergr. 2300mal. 


fahigt. Es finden sich auBerdem acht an den Nucleolus attachierte Chromo. 
somen, die als Okto- oder Hexavalent oder Quadri- und Bivalente auftreten 
konnen. Abb. 21—24 zeigen verschiedene Anordnungsweisen solcher Chro- 
mosomen, die sich auch als Bivalente vom Nucleolus loslésen kénnen. Aus 
Tabelle 2 geht die Haufigkeit derartiger Figuren hervor. Zunachst noch eine 
Bemerkung zur Methode. Es ist nicht immer méglich, die Nukleolenchromo- 
somen einer gr6Beren Anzahl von Zellen vollstandig zu analysieren. Dement- 
sprechend besteht durchaus die Gefahr einer Selektion von Zellen mit 
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niedriger Konfiguration, weil solche leichter iibersehbar sind als Zellen 
mit héheren Konfigurationen. Darum wurden auch nichtanalysierbare 
Kniauel von Nukleolenchromosomen als solche mitgezihlt und die Zahl 
der an diesen Gruppen beteiligten Chromosomen festgestellt. Auf diese 
Weise lieB sich deutlich machen, 
daB sich die Wildformen von D. pur- | 
purea von der Gartenform durch 
eine geringere Haufigkeit der Hexa- 
und Oktovalente unterscheiden: | 
die Wildformen haben iiber 90% 
Sechser- und Achtergruppen, die 
b Gartenform dagegen nur 30%. 


Ein qualitativer Unterschied be- 


Abb. 24. a) Sechserkette und offenes Bivalent, . 
b) Achterring. Vergr. 3500mal. steht dagegen nicht. 


Tabelle 1. Die Konfigurationen der Diakinese (ohne die 
Nukleolenchromosomen). 


Zahl der Zellen ait 
Art | 8 /Multivalente 
pro Zelle 
Multivalenten 
D. purpurea, St. Margen... | 22 2 1 29 0,3 100 
D. purpurea, Schauinsland. | 27 1 29 0,3 94 
D. purpurea, Gartenform.. | 32 16 2 70 0,7 90 
D. ambigua, Schwarzwald.. 31 5 — 4] 0,4 100 
D. lutea, Schwarzwald..... 29 8 2 51 0,5 100 


Tabelle 2. Die Multivalente der Nukleolenchromosomen. 


Zahl | Prozent 
D. purpurea, 
St. Margen ... | 100 | 92 92 17; 9] 5 |25] 41430] 3 
D. purpurea, 
Schauinsland. . 94 90 95 | 23] 23] 6] 5 | 47] 12 ]14] 2 
= D. purpurea, 
Gartenform ... 90 | 30 | 33 [19] 19}—]—] 8] 4] 3] 1 
H6llental..... ‘100 | 31 31 7 31 — — 
H6llental ..... | 100 | 34 34 30|—}]—] 2] —} 2) — 


D. ambigua bildet Quadrivalente ungefihr in derselben Haufigkeit 
wie D. purpurea, doch ist das Verhalten der Nukleolenchromosomen ein 
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anderes: Nur vier Chromosomen sind als Nukleolenchromosomen kennt- 
lich, die in 30% der Zellen ein Quadrivalent formieren. Ganz ahnlich 
liegen die Verhaltnisse bei D. lutea, die, obwohl sie n = 56 Chromosomen 
besitzt, nur Quadrivalente zeigt, und deren vier Nukleolenchromosomen 
ebenfalls unter 100 Zellen nur 30mal ein Quadrivalent bilden. 

Das Vorkommen von Oktovalenten deutet darauf hin, daB D. purpurea 
aus acht Ausgangsgenomen zusammengesetzt ist; in analoger Weise mu 
dann D. ambigua ebenfalls oktoploid sein, wihrend D. lutea den sechzehn- 
fachen Chromosomensatz besitzen mu; als Grundzahl fiir Digitalis 
gilt dann n= 7. Die Differenz in der Hiufigkeit des Auftretens von 
Hexa- und Oktovalenten bei den beiden Formen von D. purpurea deutet 
auf eine Verinderung hin, die sich erst in jiingerer Zeit abgespielt hat. 
Die verschiedene Anzahl von Nukleolenchromosomen, vier bei D. ambigua 
und D. lutea, acht bei D. purpurea, deutet auf eine Artspezifitat hin. 

Multivalentbildung ist bei allen drei Arten in sehr geringem Mafe 
vorhanden, D. lutea, obwohl sie doppelt so viele Chromosomen und also 
auch doppelt so viele Genome besitzt wie die beiden anderen, bildet nie 
héhere Konfigurationen als Quadrivalente. Das hei®t aber, daB die 
Multivalentpaarung zugunsten einfacher Bivalentpaarung unterdriickt 
wird; es ist unentscheidbar, ob von vornherein Heterozygotie der Genome 
bestand oder ob durch Mutationen nachtraglich Homologieverlust erfolgte, 
und auch, ob andersartige Regulation der Chromosomenpaarung im 
Spiele ist; m6glicherweise treffen alle drei Erklirungen zu. Es ist nun 
sehr merkwiirdig, daB bei allen drei Arten gerade die Nukleolenchromo- 
somen, die doch nachweisbar verschieden sind, die Multivalentbildung 
in hohem Grade beibehalten haben. Vielleicht ist es mit dem besonderen 
Paarungsverhalten des Heterochromatins zu erkliren, das bei diesen 
Chromosomen schon im Ruhekern gepaart ist und bis zum Diplotin 
hin in dieser Lage verharrt. Durch die damit bedingte gegenseitige An- 
néiherung koénnte der Partnerwechsel im Pachytiin begiinstigt werden. 
Die spezifische Paarungstendenz des Heterochromatins ist demnach als 
ein Faktor zu betrachten, der auf die Multivalentpaarung einen fordernden 


Einflu8 ausiibt. 
3. Der Bindungsausfall. 


Die Analyse der Diakinese zeigt, da8 unter den Bivalenten auffallend 
viele nur ein Endchiasma besitzen; trotzdem finden sich so gut wie gar 
keine Univalente, wie wir nach den Erfahrungen mit Oenothera erwarten 
muBten. Infolgedessen schien es sinnvoll, dieser Erscheinung statistisch 
nachzugehen. Wir berechneten den Bindungsausfall als Prozentsatz der 
gedffneten Endbindungen an den Bivalenten, unter AusschluB8 der 
Nukleolenchromosomen und Quadrivalente, also lediglich nach dem 
Verhalten normal gepaarter Bivalentchromosomen. Der Anteil der 
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Tabelle 3. Bindungsausfall und Univalente. 


Prozent 2 Bin- 0 Bin- 
1 Bindung 
Art freier dungen dungen Phom 
D. purpurea, St. Margen... | 13,9 | gef. 2 680 |1767 |p< 0,01 


ber. | 49,6] 589,2 | 1817,2 
D. purpurea,’ Gartenform .. | 17,9 | gef. | 14 832 11496 |p< 0,01 
ber. | 79,6] 702,6 | 1559,7 


D. ambigua 14,0] gef. | 2 | 740 11915 I p< 90,01 
ber. | 52,0] 639,8 | 1965,3 
DA 13,7 | gef. | 1 | 1480 | 3943 |p< 0,01 


ber. | 100,6| 1274,4 | 4049,0 


gedffneten Endbindungen betragt 14—18%, ist also bei allen Digitalis- 
arten gleichmaBig hoch. Dies ist auffallend, weil Freilandfixierungen 
in der Regel hohe Chiasmafrequenz aufweisen; auBerdem waren die 
Fixierungen nicht nur zu verschiedenen Zeiten erfolgt, teils im Mai und 
Juni 1942, teils im Mai und August 1943, sondern auch an verschiedenen 
Standorten, am natiirlichen Standort im Schwarzwald wie auch im 
Botanischen Garten an hier gezogenem Material. Die Einheitlichkeit 
des Verhaltens bei variierenden AuBenbedingungen legt den SchluB 
nahe, die niedrige Chiasmafrequenz von Digitalis stelle eine Arteigen- 
tiimlichkeit dar. Unter Zugrundelegen der durchschnittlichen End- 
chiasmafrequenz pro Bivalent wurde unter der Voraussetzung, daB beide 
Schenkel eines Bivalents gleich oft Chiasmen bilden, der theoretische 
Anteil von Bivalenten mit 0, 1 und 2 Chiasmen kombinatorisch er- 
mittelt. Wie Tabelle 2 zeigt, ist die Abweichung von der Erwartung 
statistisch gesichert. Das bedeutet aber, daB die eine Bindung eines 
Bivalents besonders leicht, die andere aber besonders schwer gedffnet 
wird, oder mit anderen Worten, da8 ein Chiasma obligatorisch gebildet 
wird,, wihrend die Entstehung weiterer Chiasmen gehemmt ist. Da alle 
Chromosomen ungefahr gleich lange Schenkel besitzen, ist dieses Phinomen 
kaum zu verstehen. Es kann entweder durch strukturelle Verschiedenheit 
je eines Schenkelpaares erklirt werden; dem widerspricht aber die voll- 
standige Paarung aller Chromosomen im Pachytin. Oder aber durch 
Chiasmeninterferenz, und dies ist bei der geringen Chromosomenlinge 
nicht ausgeschlossen. Welche Ursache dieses merkwiirdige Verhalten 
auch haben mag, es ist jedenfalls geeignet, bei Formen mit hoher Partner- 
wechselfrequenz die Multivalentbildung zu verhindern, ohne da wiederum 
durch Univalente Verteilungsst6rungen in der Anaphase verursacht werden. 
Da aber unsere Digitalisarten eine sehr niedrige Partnerwechselfrequenz 
besitzen, fehlt dem Mechanismus der Angriffspunkt. So ist anzunehmen, 
da8B diese besondere Art der Chiasmenanordnung in der Phylogenie von 
Digiialis eine Rolle gespielt hat, aber spaiter durch zusitzliche Modi- 
fikationen iiberfliissig geworden ist. 
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D. Diskussion der Ergebnisse. 


Die Chromosomenpaarung vollzieht sich bei den Diploiden nach 
ganz bestimmten GesetzmaBigkeiten: sie lauft mit groBer Exaktheit 
unter den Homologen iiber deren ganzer Linge ab; die Chiasmenbildung — 
unter je zwei Chromatiden folgt in ihrer Verteilung urspriinglich dem 
Zufall, sie ist bei der Bildung und Anordnung weiterer Chiasmen durch 
die GesetzmaBigkeiten der Interferenz bestimmt. Wie modifiziert sich 
nun dieses System, wenn mehr als zwei homologe Genome gegeben sind ? 
Seit dem urspriinglichen Hinweis auf die hier gegebenen Verhiltnisse 
durch Newton und Darwineton (1929) sowie Dartineton (1929) hat 
es sich stets von neuem als zutreffend erwiesen, da8 auch bei polyploiden 
Typen nur je zwei Chromosomen an einer Stelle paaren. Dabei ist unter 
den Homologen durchaus die Méglichkeit des Partnerwechsels gegeben, 
wodurch bei gleichzeitiger Chissmenbildung auch mehrere Chromosomen 
zu Multivalenten zusammengefaBt werden kénnen. Da8 dabei auch der 
Partnerwechsel der Chromosomen in das Interferenzphinomen eingreifen 
kann, haben wir in unserer ersten Arbeit erwiesen. 


Auch bei Digitalis haben sich in der vorliegenden Arbeit Multivalent- 
konjugationen mit Partnerwechsel gefunden. Dariiber hinaus gelang 
der Nachweis weiterer Paarungstendenzen, die sich als Parallellagerung 
gepaarter Pachytaingemini auBern, ein Vorgang, der auf zweierlei Weise 
interpretiert werden kann. Es ist denkbar, daB im Verlauf der Pachytin- 
paarung zunachst alle vier Chromosomen eine parallele Lage einnehmen, 
die enge Konjugation umfaBt aber immer nur zwei Chromosomen, wobei 
aus irgendeinem Grunde kein Partnerwechsel stattfindet. In diesem 
Fall kénnen alle vier Chromosomen vertauschbar sein. Zum anderen 
wire es moglich, daB die beteiligten Chromosomen nicht vollstandig 
homolog sind, weswegen die Paarungstendenz unter zweien von ihnen 
nicht stark genug ist, um vollstandige Paarung und Partnerwechsel zu 
ermoglichen. Fiir Digitalis ist nicht entscheidbar, welche Erklérung zu- 
trifft, weil die Struktur ibrer Genome unbekannt ist. 


Eine weitere Anomalie der Paarungsvorginge findet sich im abweichen- 
den Verhalten der Nukleolenchromosomen, die ein sehr ausgedehntes 
heterochromatisches Segment besitzen. Nun ist es seit LORBEER (1934) 
sowie Marquarpt (1937) und JapHa (1939) bekannt, daB in den hetero- 
chromatischen Partien der Chromosomen keine Chiasmenbildungen statt- 
finden, trotz deutlicher, ja vielfach besonders friihzeitiger Konjugation. 
Solch eine verfriihte Konjugation erfolgt bei den ebengenannten Nukleolen- 
chromosomen von Digitalis bereits im Ruhekern, wobei auch mehr als 
zwei Chromosomen gleichzeitig beteiligt sein konnen. Diese merkwiirdige 
friihzeitige Anziehung der offenbar homologen heterochromatischen Teile 
hat anscheinend einen Einflu8 auf den Partnerwechsel und damit die 
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Multivalentbindung.. Multivalentfiguren sind unter den Nukleolen- 
chromosomen besonders hiaufig. 

Von dieser besonderen Art der friihzeitigen Anziehung heterochromati- 
scher Teile, die zweifellos vom normalen Paarungsgeschehen unterschieden 
werden muB, gibt es jedoch gradweise Ubergiinge zum Normalverhalten. 
Es finden sich bei Digitalis noch einige weitere Chromosomen, deren 
heterochromatische Teile die Paarung wahrend der friihen Prophase 
beginnen. Alle iibrigen paaren vollig normal in hetero- wie euchromatischen 
Teilen im Zygotin-Pachytin. Ob ebenso wie bei Sphaerocarpus und 
Oenothera auch bei Digitalis die Chiasmenbildung:in den heterochromati- 
schen Segmenten ausbleibt, lieB sich nicht direkt konstatieren. Die 
ungemein niedrige Chiasmenfrequenz bei Digitalis la8t immerhin vermuten, 
daB das Heterochromatin auch hier chiasmenfrei ist. 

Die niedrige Chiasmenfrequenz bei Digitalis ist schon mehrfach kon- 
statiert worden. Verschiedene Autoren, vor allem Upcort (1939), disku- 
tieren diese Tendenz als ein Mittel zur Herabsetzung der Zahl der Multi- 
valente. Wir konnten fiir Oenothera nachweisen, daB das zutrifft, sofern 
der Bindungsausfall hoch genug ist. Damit trat freilich dort mit der an- 
steigenden Anzahl von Univalenten eine neue St6rungsquelle in der 
Chromosomenverteilung auf. Da® der arteigentiimlich hohe Bindungs- 
ausfall bei Digitalis jedoch mit einer ganz ungewohnlich geringen Zahl 
von Univalenten parallel geht, zeigt hier noch ein Sonderverhalten an. 
Es muB eine so energische Interferenz bestehen, da bei dem Vorhanden- 
sein eines einzigen Chiasmas iiber die ganze Linge der allerdings relativ 
kurzen Chromosomen kein zweites mehr gebildet werden kann. So sehen 
wir, daB sich bei den hochpolyploiden ’ Digitalisarten ein eigenartiger 
Modus der Kombination eines besonders hohen Bindungsausfalis mit einer 
bedeutenden Chiasmeninterferenz de facto auffinden lieB, dessen Wirk- 
samkeit schon frither (LINNERT, 1948) theoretisch diskutiert wurde. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wurde die Meiosis der Arten Digitalis purpurea, D. ambigua und 
D. lutea durch die Darstellung des vollstindigen Stadienablaufs von 
D. purpurea als besonderem Paradigma untersucht. Beziiglich der 
Paarungsverhaltnisse der Chromosomen erzielten wir folgende Einsichten : 


1. D. purpurea besitzt ein Octovalent. Wir schlieBen daraus auf die 
Octoploidie der Form, die wir ebenso fiir D. ambigua als gegeben an- 
nehmen. D. lutea diirfte darnach den 16fachen Chromosomensatz besitzen. 
Die Grundzahl der Gattung ist x = 7. 


2. Im Pachytin findet sich neben Partnerwechselfiguren oftmals 
eine lagemaBige Zuordnung zwischen zwei Bivalenten. 
3. In der Diakinese zeigen sich gew6hnlich Bivalente, neben einer 
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geringen Anzahl von Quadrivalenten und dem einen Octovalent der acht 
Nukleolenchromosomen von D. purpurea. 

4. Das Heterochromatin neigt zu Paarungen homologer Chromo- 
zentren, die von der Pachytainpaarung zu unterscheiden sind, da sie 
a) zeitlich von letzterer verschieden sind und b) mehr als zwei Chromo- 
somen gleichzeitig umfassen kénnen. 

5. Arteigentiimlich hoher Bindungsausfall vollzieht sich ohne Bildung 
von Univalenten. Als Ursache dafiir kann Chiasmainterferenz angesehen 
werden. 

6. Zur Frage nach wirksamen Faktoren hinsichtlich der Paarungs- 
regulation in Polyploiden ergaben sich zwei neue Hinweise: erhéhte 
Paarungstendenz des Heterochromatins ist geeignet, die Multivalent- 
bildung zu férdern; starke Chiasmeninterferenz, verbunden mit hohem 
Bindungsausfall, deren Wirksamkeit fiir die Férderung der Bivalent- 
bindung theoretisch schon friiher diskutiert wurde, konnten bei Digitalis 
de facto aufgefunden werden. 
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CHROMOSOME STUDIES ON TRILLIUM KAMTSCHATICUM 
PALL. AND ITS ALLIES. XVIII. THE ROLE OF THE 
KINETOCHORE IN TRIVALENT FORMATION.* 


By 
Hasme Matsovura. 


With 26 figures in the text. 


In several papers of this series (especially Nos.3 and 13), I have 
pointed out the fact that kinetochore pairing plays a réle of prime im- 
portance for the maintenance of bivalents. Namely, under normal con- 
ditions, bivalents usually assume a configuration in which the two 
kinetochores of the homologues associate together (the so-called “‘K-bi- 
valents’’), while those in which only chiasmata are responsible for their 
maintenance (the so-called “‘k-bivalents’’) are met with rather exception- 
ally. The K-type is considered as the normal type of bivalent and the 
k-type as its derivative. In other words, the pairing of chromosomes is 
perfect in the former and not perfect in the latter. This new concept of 
bivalent formation has been supported not only by direct observations 
on the structure and behavior of the kinetochore itself, but by the possib- 
ility which it affords of a more reasonable interpretation of the relation- 
ship between the frequency of chiasmata and the length of chromosomes. 
As a consequence the classification of chiasmata as “random” and “‘local- 
ized” has become useless and should be abolished (No. 10 of this series). 
This relationship is regarded as applicable not only to Trillium, but to 
a wide range of organisms (for example, Paris, Haca, 1944). 

It is one aim of the present study to test whether or not the above 
relationship is further applicable to trivalents. It was also hoped that 


1 The present paper is a translation of the original article which appeared 
in Japanese in J. Fac. Sci. Hokkaido Univ., Ser. V, Vol. 6, p. 19-26, 1946. 
The translation was done by me and the manuscript was looked over by Pro- 
fessor F. ScHRADER of Columbia University who also kindly read the proofs. I 
wish to express here my cordial thanks for his generosity and kindness. 
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the results might have a bearing on the essential problems of chromosome 
pairing and might furthermore afford the possibility of an alternative 
interpretation of the special type of multivalent configurations which 
has been taken as one of the evidences favoring the chiasma type theory 
of meiosis. 

Material and Methods. 


The present material comprises PMCs of Trillium Hagae (2 n = 15) 
which is regarded as a natural hybrid of allotriploid origin between 
T.. Tschonoskii (2 n = 20) and T kamtschaticum (2 n = 10) (Haaa, 1937). 
' Observations were made on first metaphase chromosomes in aceto- 
carmine preparations to which the water pretreatment was applied (No. 11 
of this series), and those which were pretreated with 0,2 mol NaCl solution, 
and also on prophase chromosomes in ordinary aceto-carmine preparations 
without pretreatment. Some preparations of the first two types were 
made permanent. The photos represented in Figs. 4-12 were taken 
from such permanent ones. 


Observations. 


1. Chromosome pairing. It was difficult to ascertain the pairing of 
chromosomes along their entire length at the meiotic prophase, owing 
to considerable entanglement of the very long chromosome threads in the 
limited space of pachytene nuclei. Therefore in this study, chromosomes 
at a very early diplotene stage were brought under observation, in order 
to trace a possible residual condition of pairing before the opening-out 
of chromosomes took place along their entire length. Figs. 1 and 2 represent 
a condition in which one of the pairs of arms has already completed 
the opening-out, while the other is still in a state of complete pairing. 
From these figures it will be clear that the assumption of the chiasma 
school that localized chiasmata result from localized pairing is no longer 
tenable (see also “‘Discussion”). Fig. 3 indicates the possibility of simulta- 
neous pairing of three homologous parts in a trivalent. In many cases, 
homologous parts of the three homologues present a paired association 
between only two of them, while the third remains unpaired; but cases, 
such as that shown in Fig. 3, of the simultaneous association of three 
chromosomes are also frequently met with. These facts have an important 
bearing on the understanding of trivalent configurations, as will be. 
described below. 


2. Configurations of trivalents. It has already been demonstrated by 
Haga (1937) that in the present material, as in other triploids, there 
occur at meiosis tri-, bi- and univalents in variable frequencies. In the 
present study, 100 complete cells were analyzed as to the configuration 
of bivalents and trivalents. The main findings obtained are as follows. 
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a) Of bivalents, there occur both the types, K and k, as already 
described in 1’. kamtschaticum, and the former predominates strongly 
in frequency. 

b) A similar situation was found in the case of trivalents too; they 
are distinguishable as comprising the following three types based on the 
pairing behavior of the kinetochores: (I) a type in which the three 
kinetochores are associated together, and the formation of chiasmata 
may or may not take place (Figs. 4 and 5), (II) a type in which two of the 
three kinetochores are associated, the third chromosome being conjugated 
by means of chiasmata (Fig. 8), and (III) a type in which the kinetochores 
are all separated and the trivalent formation is achieved only by chiasmata 


_ Fig. A. Diagrammatic representation of various types of trivalents and bivalents. 


(chromosome PD in Fig. 12). The above three kinds of trivalents are 
hereafter designated as JJJK, IIIK’ and IIIk respectively, and distin- 
guished from I/ K and ITk bivalents (see the diagrammatic representation 
in Fig. A). 

c) The types of chromosome association described above: were found 
to occur, in a total of 100 complete cells, in the following frequencies 
(Table 1). As to the JJ/K type, it occurred in 16,2 per cent. of the whole 
and in 53,3 per cent. of the trivalents. 


Table 1. Frequencies of various types of tri-, bi- and univalents 
in the five chromosome types of the complement, A, B, C, D 
and EH, in 100 PMCs of Trillium Hagae. 


A B Cc D E Total % 
Ae. 5 49 8 10 3 il 81 16,2 
BBM 556.2 13 3 15 19 ll 61 12,2 
1 2 6 1 10 2,0 
UK +1 36 88 72 61 74 331 66.2 
: lik +1 2 se 1 10 2 15 3.0 
1 1 2 0.4 
Total ...... 100 | 100 | 100 | 100 | 100 500 100,0 


d) Among XK’ trivalents, a special type of configuration which was 
rather frequently encountered is that in which the chromosome with 
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its kinetochore separate from the others forms chiasmata in each arm 
with the corresponding arms of the remaining chromosomes (Fig. B 6, 
Figs. 6,9 and 11). Such trivalents were found 7 times in the 100 cells 
analyzed in Table 1, but when other data which were not included in the 
above were added, a total of 11 trivalents of this type was found. When 
classified on the basis of the chromosomes involved, this type of trivalent 
was found 7 times in chromosome A, and 2 times each in B and H. In 
each case, the length of the arms of the chromosomes involved is sufficient 
to make the formation of chiasmata possible—and indeed to be expected. 
This sort of configuration is not strange at all to one who adopts the 
two-plane theory of chromatid opening-out, but it is of significance in 
presenting an objection to the chiasmatype theory as will be stated later. 


Fig. B. Diagram representing the so-called “triangular” configurations (a, b and ce) and a configu- 


ration of triple interstitial chiasma (d) in trivalents. Circles represent kinetochores. In the present 
study, such a configuration as represented in Fig. a could not be demonstrated. 


e) Although very rarely, there occurred another type of K’ trivalent 
in which one arm of one chromosome forms chiasmata at different regions 
in each of the homologous arms of the other two chromosomes (Fig. B, c, 
Fig. 10). Among the 100 cells tabulated above, this sort of configuration 
was recorded 2 times in chromosome A and once in D. And only once 
was there found a case of the so-called triple chiasma—that is, all the 
three homologous arms (here the short arms of chromosome B) are 
simultaneously involved in this chiasma at a single point (Fig. B d, Fig. 7). 
Despite this, there occurred no case of triple terminal chiasmata. 

It may be added en passant that during the course of the present study 
the following events were recorded as worthy of mention in the 100 cells 
under observation. 

a) Bivalents showing true interlocking (cf. No. 17 of this series) were 
found twice. Their chromosome combinations were dA—B and A—D, 
the long arms being involved here in both the chromosomes B and D. 

b) Configurations of ‘‘chiasma breakage’’ (cf. No. 19 of this series) 
were recorded four times in all; that is, three times in chromosome A 
(all the X type) and once in chromosome C (the Y type). 

c) The homologues of chromosome C are characterized by a difference 
in the length of their short arms; one is relatively long and the other two 
are correspondingly short. In bivalents or K’ trivalents of this chromosome, 
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configurations showing the unequal association occurred very frequently — 
contrary to one’s expectation (see Fig. 1 in No. 19 of this series). Although 
a statistical study on this point is not yet completed, it promises to be 
an interesting subject of future investigation. 

d) A strikingly unusual configuration was recorded once (Fig. C). 
In this, a JJ K of chromosome A and a JIK of chromosome B constitute 
a complex of five chromosomes by means of kinetochore association. 
This was first interpreted as representing a case of reciprocal translocation 
between the chromosomes A and B, but a later study (to be published 
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AILK+ BIK 


Fig. C. A complement showing an unusual configuration. A complex of five ‘chromosomes, ALINIK 
BIIK, is maintained by means of kinetochore association, the six arms of A (as indicated by a) and 
the four arms of B (as indicated by 6) arranging themselves radially around the associated kinetochores. 


as No. 24 of this series) has indicated a possibility that kinetochores 
belonging to non-homologous chromosomes may associate together under 
certain circumstances. In a later paper (No. 20 of this series), several cases 
of such a sort of configuration have been described. 

e) Although encountered only once, a peculiar /J7K of chromosome A 
was recorded, which is characterized by the formation of chiasmata 
between its non-homologous arms. Later several instances of such cases 
were described (No. 20 of this series); it is interesting to note that all 
these trivalents are invariably composed of A chromosomes. 


Discussion. 


The present study has demonstrated the possibility that in the pairing 
of chromosomes in triploids all three homologous chromosomes may 
simultaneously be involved, if not along their entire length at least 
throughout short regions. This finding is at variance with the chiasma- 
type theory which claims that in triploids never more than two chromo- 
somes are effectively associated at any one point. Especially the existence 
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of a true triple interstitial chiasma (Fig. Bd), which was first demon- 
strated in the present paper, makes this demonstration of triple association 
nearly decisive. This configuration is easily understood on the basis 
of the twoplane theory of chromatid opening-out but presents considerable 
difficulty for the chiasma school. Because if one adopts here the chiasma- 
type theory, this sort of configuration would be interpreted as the simultan- 
eous occurrence of crossing-over involving each one of the chromatids 
of the three homologues at one and the same point; in other words, it 
necessitates the assumption of some mechanism by which one chromatid 
of the first chromosome could undergo crossing-over with one of the second 
and at the same time with one of the third at the very same point. 
Alternatively it might be interpreted on the assumption of chiasma 
terminalization; that is, two interstitial chiasmata might have coincided 
during the process of terminalization. Such terminalization of chiasmata 
however seems not conceivable, because cases of triple terminal chiasmata, 
which would naturally be expected from the terminalization hypothesis, 
were not found at all, in spite of a rather large scale of observation. 

As to the réle of the kinetochore in the formation of trivalents, what 
I have already pointed out for the case of bivalents seems to hold equally 
for trivalents. In this case too, the pairing of chromosomes is assumed 
to commence with the gene threads, and “as its consequence” the kineto- 
chores come to conjugate passively at the final stage of pairing. The 
opening-out of chromatids commences with the gene threads in the 
diplotene stage, while that of the kinetochores does not take place until 
the first metaphase, thus giving rise to the formation of K trivalents. 
The passive pairing of kinetochores involves the assumption that all the 
kinetochores are “homologous’”’ in the sense that they possess no genes 
at all. And this assumption finds its full confirmation in a later study 
(to be published as No. 25 of this series), which demonstrates that kineto- 
chores of different non-homologous chromosomes may sometimes associate 
together under certain conditions, leading to the formation of multiple 
chromosome complexes. 

The possibility of such a mode of pairing in triploids as described above 
has already been demonstrated by several earlier works, although some 
of these reports are fragmentary. BELLING (1929) was the first to call 
our attention to the simultaneous pairing of three homologues in triploid 
Hyacinthus, and later a similar situation was described by SkovsTED 
(1933) in triploid Gossypium and by Oumo (1934) in triploid Nicotiana. 
The pairing of the kinetochores of three homologues was suggested by 
McCurntock (ez SHARP) in triploid Zea and clearly demonstrated by 
Takizawa (1943) in triploid Fritillaria and Lilium. Matsuura and 
Takizawa (No. 20 of this series) working with Trilliwm Hagae were 
able to collect much further data as to this point and especially to confirm 
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the existence of triple interstitial chiasmata. These facts can then no 
longer be regarded as merely exceptional to the chiasmatype theory. 

Based on this new view, it will be necessary to reconsider the relation 
of chromosome pairing to chiasma formation. It can not of course be 
doubted that chiasmata result from chromosome pairing, but this need 
not imply conversely that chromosome pairing always gives rise to 
chiasma formation. By introducing this simple logical error the chiasma 
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Fig. D. Chain (c) and ring (d) configurations of quadrivalents in Allium Porrum, and the interpreta- 
tion of their origin on the basis of the chiasmatype theory; a gives rise to c and b to d. Reproduced 
from LEVAN (1940b). 


school has ensured the failure of its theory. It is no wonder therefore 
that Levan (1933, 1940a) observed complete pairing at pachytene in 
Allium fistulosum which is known to have localized chiasmata and even 
in asynaptic plants of A.amplectens. But since Levan is one of the 
chiasma school, he was compelled to interpret these facts by adding 
another assumption to the primary one. According to him, pachytene 
pairing is distinguishable into two categories, “effective” pairing which 
gives rise later to chiasmata and “apparent, visible’ pairing which is 
not related to the formation of chiasmata. Levan (1940b) has further 
applied this assumption to the interpretation of new quadrivalent con- 
figurations found in A. Porrum (autotetraploid). Concerning the origin 
of chain or ring quadrivalents such as are represented in Fig. Dc, d, 
he assumes, on the basis of complete pachytene pairing, that the four 
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homologues come to pair two-by-two along their entire length, but the 
effective pairing is restricted only to regions close to the kinetochores (as 
represented by the thickly drawn central portions in Fig. D a, 6), and in 
this zone chiasmata are facultatively formed (as represented by arrows 
in the same figure), thus giving rise to these quadrivalent configurations. 
It is indeed strange, however, that he fails even to consider the simple 
question why it is possible—in spite of the restricted effective pairing 
zone—for a portion possessing no chiasma at all to remain paired. Viewed 
on the basis of the findings in the present study, these configurations 
are simply understood as representing the results of kinetochore association. 
The observed attenuated portions of these figures seem to be the paired 
kinetochores themselves, on which the tensile forces toward the poles 
are already acting. This interpretation derives more decisive support 
from a later study (to be published as No. 24 of this series) showing that 
quite similar configurations occur in the four-chromosomal complexes 
due to reciprocal translocation in certain individuals of 7’. kamtschaticum. 

The chiasma school has so far regarded the existence of the so-called 
triangular configurations in trivalents, such as Fig. B represents, as 
favoring the view of the chiasmatype theory (cf. Dartineton, 1930). 
Of course, if the assumption be granted that the chromosome pairing is 
always restricted, at a given region, to only two of the three homologues, 
these configurations would stand against the two-plane theory. Concerning 
this point, I have already suggested (at the meeting of the Sapporo 
Genetics Society, May 27th, 1937) the possibility of the following inter- 
pretation: It was pointed out there that, since in earlier works the signif- 
icance of the kinetochore was not fully recognized, it is very likely that the 
configuration which was then interpreted as in Fig. Ba would really 
have the structure shown in Fig. B 6. The latter configuration is not 
contradictory with the two-plane theory, for it is possible that the opening- 
out on both sides of the paired kinetochores occurs equally in the reduc- 
tional plane. This suggestion has been “partly” substantiated in the 
present study, for while no such configurations as Fig. Ba were met 
with, many were found with the structure of Fig. B b—as expected. 
At the same time however I have met with configurations like Figs. Bc 
and d. Consequently it would be possible to infer that the type of Fig. B a 
might occur as a derivative from the type of Fig. Bc (in fact, this was 
later verified. See No. 20 of this series). This apparent contradiction 
stems from the basic assumption of the chiasma school that chromosome 
pairing is always res tricted at a given point to only two of the homologues. 
On the contrary, direct observations on prophase pairing and the occur- 
rence, albeit rarely, of configurations such as are represented in Fig. Bd 
indicate the possibility of the simultaneous pairing of parts of all three 
homologues. Therefore if this be granted, there remains no contradiction 
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in interpreting these configurations on the basis of the two-plane 
theory. 

The same principle appears to hold true also in the case of quadri- 
valents, whose configurations (Fig. E) have frequently been quoted as 
supporting the chiasmatype theory. If one adopts the assumption of 
chromosome pairing such as the chiasma school claims, this sort of 

' configuration will support the one-plane interpretation (Fig. Ea) and 
deny the two-plane one (Fig. E6).1 However, if this assumption be 
not true, such a chromatid alignment as represented in Fig. E b would 
be tenable. But the most easily conceivable structure for this sort of 


Fig. E. Interpretations of a triangular configuration of a quadrivalent; a, based on the one-plane 
theory; b, based on the two-plane one; c, based on a new concept of the latter. K represents kine- 
tochores. 


configuration may well be the type which derives from kinetochore 
association—as in Fig. Ec. If one assumes that here the four kinetochores 
have associated two-by-two (thus constituting two J/K) and on one 
side (lower) both the paired arms have undergone opening-out in the 
reductional plane, while on the other side (upper) one arm (right) has 
opened reductionally and the other one (left) equationally, the con- 
figuration in question will be quite reasonably interpreted without taking 


1 But as NAVILLE (1937) pointed out, it need not be assumed that every 
chiasma represents the result of crossing-over. 


Explanation of Figures (Plate I). 


Magnification: Figs. 1-3 and Fig. 12: x 1010; others x 1486. 

Figs. 1 and 2. Pairing of chromosomes in bivalents at early diplotene stage. 

Fig. 3. Pairing of parts of three homologues in a trivalent at somewhat later 
diplotene stage. 

Figs. 4 and 5. K trivalents. The trivalent in Fig. 4 lacks chiasmata while 
that in Fig. 5 has many chiasmata. Both are of chromosome A. 

Fig. 6. A “triangular” configuration in a K’ trivalent of chromosome A. 

Fig. 7. Triple interstitial chiasma in a K’ trivalent of chromosome B. 

Fig. 8. A. K’ trivalent of chromosome C. 
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such a rare occurrence as the simultaneous pairing of parts of three or 
four homologues into consideration. 


Summary. 


The present work deals with the mode of trivalent formation and 
the analysis of trivalent configurations in PMCs of Trillium Hagae 
' (2 = 15), an allotriploid species. The important findings are as follows. 

1. As for the pairing of chromosomes, the simultaneous pairing of 
parts of all three homologous chromosomes is possible, though it occurs 


rather rarely. 

2. At the first metaphase, the following three kinds of trivalents are 
distinguishable: (I) a type with the association of the three kinetochores 
(111K .type), (II) a type with the association of any two of the three 
kinetochores (IJK’ type) and (III) a type in which the three homologues 
_ are held together by means of chiasmata only (///k type). 

3. Several special configurations which are regarded as critical in 
connection with the origin of chiasmata are described and reasonably 
interpreted on the basis of a new concept of the two-plane theory. 
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Explanation of Figures (Plate I1). 


Fig. 9. A K trivalent of chromosome A, one of whose kinetochores is being 
pulled toward the pole. Probably the configuration represented in 
Fig. 6 may be of such a origin. 

Fig. 10. A chiasma in which each of three homologous chromatids is in- 

_ volved in a K’ trivalent of chromosome A. 

Fig. 11. A “triangular” configuration with terminal chiasmata in aK’ 
trivalent of A. 

; Fig. 12. A rare cell, whose chromosomes all constitute trivalents; chromo- 

somes 8, and # are of the type, chromosome A the IIIK’ one 

and chromosome D the IIIk one. 
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(From the Department of Botany, Hokkaido University, Sapporo.) 


CHROMOSOME STUDIES ON TRILLIUM KAMTSCHATICUM 
PALL. AND ITS ALLIES. XXII. CRITICAL EVIDENCE OF THE 
SPIRAL THEORY OF CROSSING-OVER?. 


By 
Hasmme 


With 16 figures in the text. 


Modern studies on genetic analysis of crossing-over are revealing the 
fact that this phenomenon is not of fortuitous origin, but is one of the 
characteristic features of normal meiosis, and occurs with a certain 
exactness which is, so to speak, of a wave-like nature in time and space 
relationship. This sort of condition naturally requires a definite geometrical 
regularity in chromatid arrangement at the time of crossing-over. The 
chiasmatype theory of DARLINGTON tries to interpret the exactness of this 
mechanism merely by means of assumed chiasma interference. But the 
conception of chiasma interference is subject to much correction on the 
basis of the existence of secondary chiasmata (No. 14 of this series). 
Moreover, evidence taken as favoring this theory, such as the behavior 
of heteromorphic pairs, trivalent configurations, double interlocking of 
bivalents, and the problem of bridge and fragment formation by meiotic 
chromosomes, are losing their force one by one (Nos. 7, 17, 18 and 19 
of this series). 

In 1941, I advocated a new theory of crossing-over on the basis of 
my neo-two-plane theory of bivalent constitution (No. 12 of this series). 
It implies that the two chromatids of each meiotic chromosome arm 
constitute at early metaphase the so-called relational spi.al system, while 
those at late metaphase, just prior to the onset of anaphase, take the 
parallel system. This alteration—the parallelization of the spiral system— 


1 The present paper is a translation of the original article which appeared 
in Japanese in J. Fac. Sci. Hokkaido Univ., Ser. V, Vol. 6, p. 61-66, 1946. 
The translation was done by myself and the manuscript was looked over by 
Professor F'. ScHRADER of Columbia University, who also kindly read the proofs. 
1 wish to express here my cordial thanks for his generosity and kindness. 
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takes place nearly simultaneously from both the proximal and distal 
ends without permitting any rotation of free ends. Necessarily such a 
parallelization must be accomplished by the occurrence, as the foregoing 
event, of breaks and reunions between the chromatids at twisting points 
existing in the original spiral system. This parallelization is considered 
as depending upon the longitudinal cleavage of the matrix enveloping 
the minor spiral and occurring only in the direction yielding crossing-over, 
not allowing random reunions of broken chromatids. Thus this theory 
satisfies the above requirements, as the regularity of crossing-over pheno- 
mena is consistent with the regularity of the chromatid relationship 
within the spiral system. This theory will now be called “The spiral 
theory of crossing-over’—a new designation which may help to preclude 
criticisms of my theory which confound the neo-two-plane theory with 
the direct mechanism of crossing-over (cf NEBEL, 1939, HusKrns and NEw- 
COMBE, 1941). 

Now from experimental studies on chromosome changes due to X-ray 
radiation, it is well known that some time elapses between the breakage 
of chromosomes and the recovery or the completion of reunion of broken 
ends. Accordingly it should be possible to make the breakage of chromatids 
‘‘visible”’ in the case of crossing-over, if the material has been satisfactorily 
treated. It is, however, quite difficult—although not impossible—to get 
critical evidence of such minute structural alterations in the chromatids 
within the normal three-dimensionally arranged spirals. Accordingly, 
some means of unravelling the spirals seems to be necessary, although 
the possibility of structural alteration which might have arisen through 
such artificial uncoiling processes should be’carefully considered. With 
this aim studies were undertaken in the two seasons, 1942 and the following 
year. 

As a first attempt, a method of mechanical unravelling of the spirals 
was used in 1942. Normal PMCs of Trillium kamtschaticum at the first 
metaphase were pretreated either with water after my method (No. 11 of 
this series) or with 0,2 mol NaCl solution according to the method of T. 
HaGaAkg, and were then stained with aceto-carmine. The preparations were 
then considerably flattened by applying a gentle pressure on the cover- 
glass immediately after the fixation. In favorable cases, the three-dimen- 
sional spiral of the chromonemata is altered into a nearly two-dimensional 
twisted state, and in these preparations breaks in chromatids are often 
clearly demonstrable at the expected loci (Figs. 1-3). These figures 
were repeatedly examined. by several workers of our Laboratory and 
ascertained to be real breaks. That these breaks were not artificially 
produced by the mechanical uncoiling and drawing-out of chromatids is 
substantiated by the following findings: (1) breaks occur always at 
exactly identical loci of the two chromatids, (2) they are seen only within 
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parallel spirals and not within relational ones, and (3) at the boundary 
region between relational coils and parallel ones, points are often observed, 
as described before (No. 12 of this series), at which the two chromatids 
are attached to each other at an exactly corresponding locus so that 
it is impossible to identify which one of them is the original thread. Such 
points of contact as described in (3) are interpreted as representing a stage 
just prior to the chromatid breakage. Furthermore, closer observation 
showed that supposed matrical substance proliferates beyond the ends 
of broken chromatids and thus unites them (Fig. 3c). In favorable cases 
various stages from breakage to reunion of chromatids are detectable 
within a single chromosome arm. Fig. A is a diagrammatical representation 
of such a continuous procedure of crossing-over. 


longitudinal 


t t t t 4 


relational point of point of point of parallel 
coil contact break reunion coil 


Fig. A. A diagrammatical representation of continuous process of crossing-over Only a part of one 
arm is shown and three-dimensional spirals are represented as in at wo-dimensional twisting state. 
Crossing-over progresses from right to left as the matrix divides. 


Unfortunately, however, this means of mechanical uncoiling tends 
to yield very variable results and even in the most favorable preparations 
conclusive observations were possible only in restricted regions. Con- 
sequently, the unravelling of spirals by certain chemicals was tried in 
the following season. After repeated trials with several alkali- and 
ammonium-salts on PMCs of 7’. kamtschaticum,: in one aceto-carmine 
smear preparation pretreated with 0,32 mol K NO, solution (for 20 seconds), 
a single cell was found in which the uncoiling of the major spirals is so 
nearly complete as to enable one to inspect every detail in question 
(Fig. 7). In this cell, my expectation proved to be realized to a surprising 
extent. 

In the present material the meiotic divisions were considerably 
accelerated by having been put in a hot chamber at 25-30°C several 
days before the onset of the first metaphase. Its PMCs were distinctly 
greater in size and its chromosomes considerably broader and shorter 


1 The source of the present material was from Ochiishi (an eastern part 
of Hokkaido) and it differs from hitherto employed material which came 
from Shiraoi (a southern part of Hokkaido). The plants in this locality are 
greater in general size and seem to be karyologically different. As will be 
seen in Fig. 4, bivalent B is distinctly shorter than the one described before. 
Most probably this represents a new karyotype. 
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(that is, the number of major coils had decreased) than in the control 
material. This represents one of the so-called ,,concordant“ variations 
due to the effects of high temperature (Nos. 1 and 5 of this series). Such 
a condition seems to make the unravelling of spirals very easy; in the 
case of longer chromosomes (i.e. those with a greater number of coils) 
and smaller cells, as in the control material, difficulties will be imposed 
upon the unravelling owing to the limitation of space. The effect of 


4 
Fig. B. Sketches from the same cell as represented in Fig. 7. Number of breaks per each arm is as 
follows: in four arms of bivalent A, 6, 6, 3 and 8; in short arms of B, 2 and 3, and in its long arms, 
3 and 4; in short arms of C, 2 in each, and in its long arms, 3 and 8 (considerably different!); in long 
arms of D, 10 and 12; in short arms E, 1 and. 3, and in its long arms, 4 in each. The figure k represents 
kinetochores. The arrows indicate breaks which are visible only in one of the chromatids. In bivalent 
D, a portion of the threads is still coiled (in two and a half coils) in sinistrorse direction. 


this pretreatment on this cell is very characteristic; it gave rise to a 
maximum swelling of the major matrix. As stated before (Nos. 15 and 21 of 
this series), the regular spiral form of metaphase chromosomes is regarded 
as determined by the equilibrium between the strength of the contracting 
power of the matrix and the elasticity of the chromonemata. An adequate 
pretreatment can give rise to an increase in negative charge and hence an 
increase in elasticity of chromonemata on the one hand and to a weakening 
of cohesion between use matrix and the chromonema, as well as to a 
decrease in viscosity of the matrix (i. e. decrease in its contracting power) 
on the other hand, and therefore it results in the unravelling of spirals 
automatically within the chromosome. Thus the force of repulsion 
within the micelles as well as between the chromatids which constitute 
the relational spiral causes the rotation of the free end; in the direction 


4 


~ 


Chromosome Studies on Trilliwm kamtschaticum Pati. XXII. 


435 


just reverse to that of the original coils, resulting in the dissolution of 
major coils. If the minor matrix can not be affected so profoundly, the 


increase in elasticity of chromonemata may yet increase the width 
of the chromatids and decrease their length. Fig. 7 is regarded as 
representing just such a condition. In it, there are no relational 
twists, the two chromatids lying parallel side-by-side, and on 
comparison with the normal chromosomes in Fig. 4 one can realize 
a certain increase in the width and a decrease in the length of 
the threads (Fig. 6). 

Now as to the nature of such breaks as are seen in these 
drawn-out threads, one might suspect that they are of a fortuitous 
crigin. That this is not the case will be substantiated by the 
following findings (Fig. B): (1) as a whole the position of breaks 


is regular and the length of broken 
segments is nearly equal through- 
out every member of the comple- 
ment; (2) in the central regions 
of some arms, however, there are 
often very short segments; (3) the 
total number of breaks per arm 
. does not exceed the total number 
of half-coils of the regular spiral 
in such apparently normal cells 
as represented in Fig.4; and 
furthermore (4) in a portion where 
the original coils remain unchan- 
ged (as in the region neighboring 
the kinetochore in the right arm 
of bivalent D, Fig. B), one break 
is found in each half-coil. These 
findings favor the view that these 
breaks are related with crossing- 
over which was carried out after 
the mode pictured previously 
(No. 12 of this series). It is 
especially interesting ‘o note that 
the finding (2) is one that can be 
predicted from the fact that 
parallelization of spirals takes 
place from both the ends, pro- 
ximal and distal, and that this 


cidence usually greatly increases near the central region of arms. 
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Fig. C. Diagrammatic representation of 
what occurs if the threads are drawn-out 
when the parallelization process is on its 
way. @ represents a state prior to cros- 
sing-over, that is, of relational spiral 
system. Parallelization begins from both 
the ends, as indicated by arrows. b A con- 
dition in which the parallelization is in 
progress and relational coils still remain 
in the central region of this arm. ¢ A con- 
dition at the time when the threads at 
such a stage as 6 were suddenly drawn 
out. Relational coils in the central region 
rotate to release their internal twists and 
hence the broken ends at the boundary 
of neighboring segments become consi- 
derably exaggerated. 


c 
in turn is to be related with the genetical finding that the coin- 
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There is another point to be mentioned here. As will be seen in these 
figures, in some of the breaks the gap is wide and conspicuous, while in 
others it is so narrow as to enable one to recognize it, and then with 
difficulty, in only one of the chromatids. Does this range of variation in 
appearance represent stages in the gradual process from the onset of 
breakage to recovery (rejoining)? Perhaps this is at least partly true, 
but another possibility is to be inferred from the fact that the larger 
gaps are usually associated with longer segments in long arms (as found 
in arms of bivalents A and C, Fig. B). Now suppose that the parallelization 
of spirals is under way in these long arms, Then in the central region 
there will be some relational coils still remaining. When the threads in 
this condition are suddenly drawn out, the central portion will rotate 
around the axis independently of neighboring proximal and distal segments 


Exy!anation of Figures (Plate I). 


Figs. 1 and 2, from Trillium Hagae; Figs. 3-6, from T. kamtschaticum. All 
from aceto-carmine preparations. Pretreatment: Fig. 1 and 2: 0,2 mol NaCl; 
Fig. 3: water; Figs. 4-6: 0,32 mol KNO;. Magnification: Figs. 1-3: x 3000; 
Figs. 4-6: x 2000; reduced in reproduction to 3/, 
Fig. 1. Breaks in one of the long arms of trivalent C. Photos a—e are 
taken at three successive foci. The relationship of the chromatids is shown 
in the superimposed drawing d. Arrows indicate breaks observed. Note 
that there remain still relational coils in the central region and the paral- 
lelization of spirals is accompanied with breaks and there exists a point of 
contact between the chromatids (indicated by x) at the boundary of 
alteration of the spiral system. K indicates the position of the kinetochore. 


Fig. 2. Similar breaks in one of the long arms of another O trivalent. Photos 

a and b are. those taken at two foci. Fig. ¢ is a sketch of the same. xX, a 

point of contact; K, the position of the kinetochore. The parallelization 

is nearly complete. From these figures it is clear that the parailelization 

begins from both the ends, proximal and distal, progressing towards the 
central region. 


Fig. 3. Breaks in one portion of an arm of bivalent A. In Fig. ¢ one of the 
breaks, marked by letter a in Figs. a and 6, is represented in free-hand 
sketches, showing the development of connecting matrical material. 


Fig. 4. A complete set of bivalents in a PMC taken from the same preparation 
as in Fig. 7. Note the regularity of spiral form. 


Fig. 5. The same cell as that in Fig. 7 (Plate II), but after dehydration and 
mounting in balsam. The structure of minor spiral and most of minute breaks 
have become indiscernible owing to considerable shrinkage of the threads. 


Fig. 6. Comparison of the length of the thread in one arm of bivalent A con- 
structed from the coiled figure in Fig. 4 with actual length of the corresponding 
arm in Fig. 7. As to this method of construction, see No. 1 of this series. 
K, the kinetochore; ab in Fig. 6a, constructed length. The length of ab is 
measured as 57“ and that of the drawn-out thread (below, Fig. 6 5) as 52 yw. 


Chromosoma, 3. Bd., Heft 5. 30 
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Fig. 7, from 7. kamtschaticum. All from aceto-carmine preparations. Pretreat- 

ment: 0,32 mol KNO,. Magnification: x 2000; reduced in reproduction to 

1/,. A PMC in which major spirals were completely unravelled. These photos 

(a-d) were taken at four successive foci. Note that in these drawn-out threads 

the minor spiral is clearly visible. The five bivalents of this complement are | 
drawn in Fig. B. 
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which do not necessitate rotation in drawing-out owing to the preceding 
dissolution of relational coils. Naturally the gaps in question will be 
considerably exaggerated (Fig. C). 

It seems highly desirable that future investigations along the present 
line should involve a greater quantity of material so as to permit a 
statistical analysis of these breaks. By this means, the scope of our 
investigations wi!l be widened so as to involve many important problems 
concerning fundamental features of chromosomes, especially the possibility 
of cytological analysis of crossing-over which constitutes one of the main 
objects of the present series of investigations. Why this sort of investigation 
requires a delicate technique will be understood when one compares 
Fig. 5 with Fig. 7. Both are photographs of the same cell, but Fig. 5 
represents its condition after the preparation was made permanent; it 
indicates that the dehydrating agent, alcohol in this case,-has brought 
about serious defects, causing considerable shrinkage of both the cell 
and chromosomes, with the partial loss of many details of structure as 
well as the obliteration or obscuring of many of the breaks. 


Summary. 


It was demonstrated that actual breaks and reunions of chromatids 
occur regularly within meiotic chromosomes at the first metaphase. These 
breaks are inferred to have originated from the parallelization of the 
relational spiral and to give rise to crossing-over, as predicted earlier 
(MatsuuRA, 1940). 
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Univ., Ser. V 6, 27-35 (1946). — Nebel, B. R.: Chromosome structure. 
Bot. Rev. 5, 563-626 (1939). 
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(Aus dem Botanischen Institut der Universitat Freiburg.) 


MUTATIONSAUSLOSUNG DURCH ULTRAKURZWELLEN. 
Erste Mitteilung. 


Von 
CoRNELIA HARTE. 


(Hingegangen am 21. Juni 1949.) 


A. Einleitung. 


Die Ultrakurzwellen (A = 1 cm bis 20m) kommen als natiirliche 
Strahlung vor, die vor allem im Zusammenhang mit den Sonnenflecken 
besonders hohe Intensitiiten erreichen kann. Daneben wird ihre immer 
stirkere Verwendung in Technik und Rundfunk von Bedeutung. Die 
UKW-Strahlung ist also dauernd in der Umgebung der Lebewesen vor- 
handen, in nach Zeit und Ort wechselnder Stiirke, so daB vielfache Még- 
lichkeiten der Beeinflussung gegeben sind. Es ist daher von besonderem 
Interesse, ihre biologische Wirkung kennenzulernen. Der Einflu8 von 
Meterwellen auf das Teilungswachstum im Wurzelspitzenmeristem wurde 
bereits untersucht (BRAUER, HARTE und KIEPENHEUER 1949, BRAUER 1949). 
Das Ziel der hier begonnenen Untersuchungen ist es, die Wirkung der 
Meterwellen auf die Meiosis festzustellen. 


B. Material und Methode. 


Als Versuchspflanzen dienten kraftige Seiteninfloreszenzen des Bastards 
Oenothera suaveolens sulfurea x Hookeri DE Vries, also der gleichen 
Komplexkombination, wie sie auch OEHLKERS (1943) fiir die Mutations- 
auslésung durch Chemikalien verwendete. Die Infloreszenzen wurden 
unter Wasser auf 40 cm gekiirzt und dann der Behandlung ausgesetzt. 
Diese erfolgte bei Zimmertemperatur mit einem Réhrenoszillator der 
Wellenlinge 1,5 m. Es wurde das gleiche Gerit verwendet wie fiir die 
Untersuchung der Mitosis, das bei BRAUER, Harte und KIEPENHEUER 
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beschrieben wurde.! Die Feldstarke betrug in einer Entfernung von 
95 cm parallel zur Antenne, wo sich die Gipfel der Infloreszenzen befanden, 
1,5 Volt/m, Bestrahlungsdauer 15 Minuten. Die Kontrollpflanzen, die 
gleichzeitig abgeschnitten waren, befanden sich wahrend der Bestrahlung 
in einem mehrere 100 m vom Versuchszimmer entfernten Raum. An- 
schlieBend .wurden die Versuchs- und Kontrollpflanzen zu je 5 bis 7 in 
500 ccm Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas in Leitungswasser gestellt 
und in die Kaltekammer mit 10° konstanter Temperatur gebracht. 
Die Fixierung der Knospen erfolgte vormittags zwei, vier und sechs Tage 
nach der Bestrahlung. Fixiergemisch Alkohol-Eisessig 2:1, Farbung 
mit Eisenkarmin und Verarbeitung als Quetschpraparate. Die Versuche 
wurden im Juli 1948 durchgefiihrt. 

Optik: Leitz Ortholux, Olimmersion 100 mal, Okulare Leitz Periplan 
12 mal und Seibert Periskop 15 mal. 


C. Darstellung der Befunde. 


Die Fixierung zwei Tage nach der Bestrahlung zeigte deutliche 
Stérungen im Chromosomenzustand der PMZ, die als Primareffekte 
angesprochen werden miissen. Die Zellen im Stadium der mittleren 
‘ Diakinese wurden in analysierbare und nicht analysierbare eingeteilt. 
In den letzteren fanden sich haufig Verklebungen und Verklumpung 
der Chromosomen. Auch in den Zellen, in denen die Chromosomen ohne 
grobe Stérungen einigermafen iibersichtlich gelagert waren, fanden sich 
mehrfach Verklebungen der Chromosomenenden und seitliche Ver- 
klebungen, also Stérungen der Matrix. Unter 90 Zellen wurde eine mit 
einer chromosomalen Fragmentation beobachtet. Nur in einer Zelle traten 
zwei in sich geschlossene Univalente auf, die als Folge einer echten 
Chromosomenmutation zu betrachten sind. 

_ Die Fixierung nach vier Tagen zeigt ein vollig anderes Bild. Der 
Anteil der nicht analysierbaren Zellen (Tab. 1 und 2) hat zugenommen, 
diese sehen aber ganz anders aus als bei der ersten Fixierung. Allgemeine 
Verklumpung der Chromosomen kommt auBerst selten vor. Meist sind 
die Chromosomen eng umeinander geschlungen, so daB der Verlauf de- 
einzelnen Chromosomen und die Art ihrer Bindung nicht mit Sicherheit 
zu erkennen ist. Die groBe Anzahl der Verklebungen ist darauf zuriick- 
zufiihren, daB in einer einzigen abweichenden Zelle sich mehrere Stellen 
fanden, an denen jeweils einige Chromosomen mit ihren Enden verklebt 
waren. Die Hiufigkeit der Zellen mit Verklebungen der Chromosomen 
ist dagegen sehr gering. Auch die nicht analysierbaren Stellen entstehen — 


1 Der Sender und das Kontrollgerat wurde freundlicherweise von Herrn 
Dr. KrepENHEUER, Frauenhofer-Institut Freiburg, zur Verfiigung gestellt, 
wofir an dieser Stelle bestens gedankt sei. 
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nicht wie in der Fixierung nach zwei Tagen durch Verklumpung der 
Chromosomen, sonder meist dadurch, daB bei mehrfachem Interlocking 
die Zusammengehérigkeit der Chromosomen nicht mehr deutlich zu er- 
kennen ist. In einigen Priparaten waren die Chromosomen gréfer als 
normal, sowohl in Lange wie Breite, und auffallend bla8 gefiarbt, wihrend 
in anderen Antheren der gleichen Knospen in der Diakinese Chromo- 
somen von normaler GréBe und Farbbarkeit gefunden wurden. 

In den PMZ, die sich in Diakinese befanden, wurden eine groBe Anzahl 
von ungewohnlichen Chromosomenkonfigurationen gefunden, deren 
Entstehung nur erklarlich ist durch Umbauten der Chromosomen. Neben 
einer chromosomalen Fragmentation wurden eine Reihe von Trans- 
lokationen gefunden. Wegen der Komplikation, die durch die Terminali- 
sation der Chiasmen entsteht, ist es in den meisten Fallen nicht méglich, 
chromosomale und chromatidale Translokationen zu unterscheiden. 
Die wenigen Fille, die eindeutige Feststellungen erlaubten, waren alle 
chromatidale Restitutionen. 

Die verwendete Form besitzt normal in der Diakinese einen Viererring 
und fiinf Bivalente. Fiir die Entstehung von Chromosomenmutationen 
gibt es demnach mehrere Méglichkeiten: 1. zwischen den Chromosomen 
eines Bivalentes, 2. zwischen zwei Chromosomen aus_ verschiedenen 
Bivalenten, 3. innerhalb des Viererringes, 4. zwischen einem Chromosom 
des Viererringes und einem Bivalentchromosom. Diese Einteilung ent- 
spricht derjenigen, die von Oehlkers und Linnert (1949) verwendet 
wurde, die auch Schemata der mdglichen Konfigurationen bringen. 
Umbauten innerhalb eines Chromosoms sind ebenfalls méglich und wurden 
auch in einigen Fallen gefunden, sie sind aber nicht immer mit Sicherheit 
von Translokationen zwischen den beiden Chromosomen eines Bivalentes 
oder zwischen benachbarten Ringchromosomen zu unterscheiden. Einige 
Konfigurationen, z. B. geschlossene Univalente, sind méglich bei chromo- 


_ somalen und chromatidalen Translokationen in einem Bivalent wie auch 


bei Umbauten innerhalb der Chromosomen eines Bivalentes, da die in der 
Diakinese sichtbare Konfiguration sowohl durch die Umbauten wie durch 
die Chiasmen und deren gegenseitige Lage auf den Chromosomen bedingt 
wird. Die Verinderungen innerhalb eines Chromosoms wurden deshalb, 
trotzdem einige sichere Fille vorhanden sind, nicht als gesonderte Gruppe 
gezihlt. Die Verteilung der Mutationen auf die Genome, die in Tab. 3 
dargestellt ist, zeigt keine zufallsgemaBe Beteiligung der genannten vier 
Gruppen, sondern es findet sich eine eindeutige Bevorzugung der Kon- 
figurationen, bei denen die Restitution sich zwischen zwei Chromosomen 
vollzogen hat, die bei der Paarung benachbart sind, also innerhalb eines 
Bivalentes und innerhalb des Viererringes. Einige Zellen wiesen mehrere 
Mutationen auf. Im ganzen wurden in 220 analysierbaren Zellen 29 
sichere Chromosomenmutationen gefunden. 
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Neben den Konfigurationen, die sich sicher als Folgen von Chromo- 
somenmutationen erkennen lieBen, fanden sich zahlreiche Stellen in den 
Zellen, an denen der Lage der Chromosomen nach ebenfalls eine Mutation 
vermutet werden muBte, die aber wegen verschiedener Umstande, wie 
Interlocking, Uberlagerung durch andere Chromosumen, ausgezogene 
Bindungen, Verschlingungea der Chromosomen und fhnlichem nicht 
eindeutig zu klassifizieren waren. Diese wurden als ,,verdachtige Stellen“ 
protokolliert. Unter dieser Gruppe, ebenso wie bei den nicht analysier- 
baren Stellen und den uniibersichtlichen Zellen, werden sich wahrschein- 
lich noch eine gréBere Anzahl von echten Chromosomenmutationen ver- 
bergen, deren Haufigkeit aber nicht genau feststellbar ist. Es hat den 
Anschein, als ob in den Antheren mit bla8 gefirbten Chromosomen mehr 
Mutationen vorhanden sind als in denen mit normal gefarbten Chromo- 
somen, aber die Differenzen sind wegen der geringen Anzahl von Zellen, 
die jeweils in einem Praparat im richtigen Stadium der mittleren Diakinese 
waren, nicht zu sichern (héchstens 44, im Durchschnitt aber nur 
15 analysierbare Zellen pro Anthere). 

Die Translokationen finden sich sowohl im Euchromatin wie im 
Heterochromatin. Hiufig entstehen wieder Chromosomen mit einer 
Insertionsstelle, aber eine Anzahl von Figuren lieB sich nur so inter- 
pretieren, da8 durch die Translokationen ein Chromosom mit zwei In- 
sertionsstellen [bikommissucales Chromosom nach MarquarpT (1941)] 
und eines ohne Insertionsstelle, aber auch ohne freiz Bruchflichen, 
(akommissurales Chromosom) entstanden waren. Auch das Vorkommen 
von Ringchromatiden und zugehérigem chromatidalem Fragment wurde 
beobachtet. In der Anaphase fanden sich Chromosomenbriicken (= bi- 
kommissurale Chromosomen), liegenbleibende Chromosomen (= akom- 
missurale Chromosomen) und kleinere Fragmente, die als Folge der 
in der Diakinese beobachteten Chromosomenmutationen anzusehen sind. 

_ Am sechsten Tag riach der Bestrahlung nimmt die Haufigkeit der in 
der Diakinese beobachteten Mutationen etwas ab, es treten aber immer 
noch Umbauten der Chromosomen auf, die sich auch in den gleichen 
Anaphasestérungen wie am vierten Tag bemerkbar machen, wie die 
folgende Ubersicht zeigt: In drei Antheren fanden sich zusammen 74 
Zellen in Anaphase, die sich auf verschiedene Gruppen verteilten: 


Chromosomenbriicken zwischen den Anaphasengruppen 
(bikommissurale 
liegenbleibende (akommissurale) Chromosomen ...........-. 19 
Briicke + zuriickbleibende Chromosomen ..............+++: 1 


Die Ausbildung der jungen Pollenkérner aus etwa 5mm langen 
Antheren ist in den beiden ersten Fixierungen normal. Es handelt sich 
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dabei um Knospen, in denen die Meiosis kurz vor oder nach der Be- 
strahlung beendet war. Es finden sich nur wenige abweichende Pollen- 
kérner und die Differenzen zwischen den einzelnen Antheren sind gering. 
Gezahlt wurden aus drei Antheren von verschiedenen Knospen jeweils 
200 Korner. Am sechsten Tag treten aber starke Stoérungen im Pollen- 
bild auf (Tab. 4). Neben den in verminderter Haufigkeit vorhandenen 
_ vierporigén Kérnern, die nach den Untersuchungen an trisomen Oeno- 
theren mehr als sieben Chromosomen enthalten, kommen auch unregel- 
maBige dreiporige vor, weiter kleinere mit zwei oder einer Keimpore 
und Zwergpollen ohne Keimpore. Sehr selten fanden sich ganz groBe 
K6érner mit fiinf Keimporen.. Die Unterschiede in der Haufigkeit der 
Anomalien zwischen den einzelnen Antheren aus verschiedenen Knospen 
sind ziemlich groB. Dieses anormale Pollenbild weist auf starke Ver- 
teilungsstérungen bei den Meiosis an den vorhergehenden Tagen, wie 
sie auch in der Anaphase I am vierten Tag beobachtet wurden. 


D. SehluB. 


Aus diesen Beobachtungen folgt, daB Met rwellen (A = 1,5 m) bei 
der geringen Feldstarke von 1,5 Volt/m und kurzen Bestrahlungsdauer 
von 15 Minuten bereits ein starkes mutationsauslésendes Mittel darstellen. 
Die Behandlung erfolgte mit freier Raumwelle, wodurch im Gegensatz 
zur Bestrahlung zwischen Elektroden bei der verwendeten Feldstirke 
eine schadliche Erwirmung des Objektes vdéllig ausgeschlossen ist. Die 
aufgetretenen Mutationen und Primareffekte konnen also keineswegs als 
Folgen einer Hitzeschaidigung aufgefaBt werden. 

Trotzdem die Wirkung von UWK auf Gewebekulturen und Bakterien 
bereits mehrfach gepriift wurde, meist allerdings einseitig vom me- 

' dizinischen Standpunkt aus, liegt iiber ihre mutagene Wirkung bisher 
nur eine Beobachtung von KraJEvoy vor (1936, 1937, zit. nach TIsSCHLER 
1942). Diese Untersuchung ist bis auf eine kurze Erwahnung bei 
TISCHLER (1942) unbeachtet geblieben und wurde uns erst nach Be- 
endigung der Versuche bekannt. Er fand nach Bestrahlung von Pisum- 
Samen mit einer Wellenlainge von zirka 4 m (Feldstarke unbekannt) nach 
der Keimung einmal Fragmente und Translokationen in den Wurzel- 
spitzen. DaB Meterwellen von 4 = 1,5 m bei der Einwirkung auf Kerne 
des Wurzelmeristems wachsender Wurzeln ebenfalls Mutationen aus. 
lésen, zeigen die Untersuchungen von Braver an Wurzelspitzen von 
Vicia Faba (BRAvER, 1949). 

Die Feststellung der mutagenen Wirkung von UKW ist fir die 
Mutationsforschung von besonderer theoretischer Bedeutung, weil sie 
eine Strahlung darstellen, deren Wirkung wegen ihrer geringen Quanten- 
energie nur schwer durch Trefferereignisse erklart werden kann. Der 
mutagenen Wirkung der UKW kommt weiterhin eine erhebliche Bedeu- 
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tung dadurch zu, da® diese Strahlung in der Natur zeitweise in Starken 
vorkommt, bei denen die Auslésung von Mutationen erwartet werden 
muB8. Eine eingehendere Diskussion des Problems und die genauere Aus- 
wertung des Materials soll im Zusammenhang mit der Veréffentlichung 
weiterer Untersuchungen iiber die Wirkung langerer Bestrahlungszeiten 


und anderer Intensitaten erfolgen. 

Die praktische Bedeutung der Untersuchungen liegt darin, daB bei 
der stark erweiterten Anwendung von UKW fiir Rundfunk- und Fern- 
sehsendungen damit zu rechnen ist, daB in der Umgebung der Sende- 
anlagen die Pflanzen starken Schadigungen ausgesetzt sind, fiir deren 
tatsichliches Vorkommen bereits die Beobachtungen iiber die sogenannten 
UKW-Schneisen in Wildern in der Nahe von Richtstrahlantennen und 
iiber das Eingehen der Pflanzen in der Nahe von Fernsehsendern vor- 
liegen. 
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Berlin. 


Errata 
to the paper “‘A Cytochemical Study of the Feulgen Nucleal Reaction” 
by Henry Saverio di Stefano, published in “Chromosoma” Vol. III, 
No. 4, 1948. 


Page 290, legend Fig. 3 to read as follows: 
Fig. 4. Absorption curve of cartilage nuclei of Rana pipiens, fixed in 
Carnoy’s fluid, showing the relationship between the intensity of color 
produced by the trichloroacetic acid Millon reaction and duration of 
hydrolysis. 

Page 291, legend Fig. 4 to read as follows: 
Fig. 3. Absorption measurements of cartilage nuclei of Rana pipiens, 
fixed in Carnoy’s fluid, showing the relationship between duration of 
hydrolysis and the amount of methyl green bound by the nuclei. 
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